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Presaditev alogenskih krvotvornih matičnih celic je način zdravljenja določenih malignih in 
nemalignih bolezni. Stanje po alogenski presaditvi, pri katerem so v prejemnikovem telesu 
sočasno prisotne celice prejemnika in darovalca krvotvornih matičnih celic, imenujemo 
himerizem. Z določitvijo himerizma lahko zgodaj zaznamo zaplete kot so ponovitev bolezni, 
bolezen presadka proti gostitelju in zavrnitev presadka. Sledenje himerizma je zato 
pomembno za oceno in napoved uspešnosti presaditve krvotvornih matičnih celic in 
omogoča hitrejše ukrepanje ter poveča možnost ozdravitve bolnika. V nalogi smo za sledenje 
himerizma po presaditvi krvotvornih matičnih celic uporabili metodo PCR v realnem času 
in ocenili primernost kompleta setov AlleleSEQR (Celera, ZDA) ter programske opreme 
AlleleSEQR Suite v1.1 Chimerism Analysis Software (Celera, ZDA) in KMRengine 
Chimerism Analysis Software (GenDx, Nizozemska). Za testiranje smo uporabili vzorce 
genomske DNA, izolirane iz periferne krvi 23 bolnikov in njihovih 23 darovalcev. Pri vseh 
parih smo med 34 bialelnimi polimorfizmi insercij/delecij določili informativne 
označevalce, ki omogočajo razlikovanje med prejemnikovo in darovalčevo genomsko DNA. 
Nato smo s testom za kvantitativno določanje himerizma v več zaporednih vzorcih 
prejemnika, odvzetih v različnih časovnih intervalih po presaditvi krvotvornih matičnih 
celic, določili delež prejemnikove genomske DNA. Rezultate določitve himerizma smo 
primerjali s klinično sliko bolnika. Informativnost nabora označevalcev je bila 100 % za vse 
pare prejemnikov in darovalcev ter je bila po pričakovanju za nesorodne pare večja kot za 
sorodne. Pri 19 od 23 bolnikov se je klinična slika popolnoma ujemala z rezultati določitve 
himerizma. Pri štirih bolnikih se klinična slika ni vedno ujemala z rezultatom določitve 
himerizma. Pri petih bolnikih bi bilo za popolno interpretacijo rezultatov določitve 
himerizma potrebnih več zaporednih vzorcev. Bolezen presadka proti gostitelju je bila 
prisotna pri večjem deležu bolnikov s popolnim himerizmom kot pri bolnikih z mešanim 
himerizmom. Občutljivost metode je bila visoka, saj smo zaznali že 0,02 % himerizem, kar 
daje zgodnjo informacijo o dinamiki deleža prejemnikove genomske DNA. S testnim 
sistemom smo uspešno opravili tudi zunanjo kontrolo kakovosti. Zaključimo lahko, da je 
testni sistem primeren za sledenje himerizma po presaditvi alogenskih krvotvornih matičnih 
celic pri slovenski populaciji prejemnikov krvotvornih matičnih celic. 
Ključne besede: presaditev krvotvornih matičnih celic, himerizem, genomska DNA, PCR v 




Allogeneic hematopoietic stem cell transplantation is used in treating certain malignant and 
non-malignant diseases. Chimerism after allogeneic haematopoietic stem cell 
transplantation is a condition, in which recipient and donor cells are present in recipient’s 
body. Chimerism analysis enables early detection of complications, such as disease relapse, 
graft-versus-host disease and graft rejection. Chimerism monitoring is therefore important 
for assessment and prediction of successfulness of hematopoietic stem cell transplantation 
and enables earlier intervention and thus the possibility of a patient being cured is higher. In 
our study we determined the usefulness of the AlleleSEQR (Celera, USA) kit and software 
AlleleSEQR Suite v1.1 Chimerism Analysis Software (Celera, USA) and KMRengine 
Chimerism Analysis Software (GenDx, Netherlands) for chimerism monitoring after 
hematopoietic stem cell transplantation with the use of quantitative PCR. Genomic DNA 
samples isolated from peripheral blood of 23 patients and their 23 donors were used for 
testing. Among 34 biallelic insertion/deletion polymorphisms informative markers were 
determined, which enables differentiation between donor and recipient genomic DNA. The 
proportion of recipient genomic DNA in several successive recipient samples, collected in 
different time intervals after transplantation, was then determined using the test for 
quantitative chimerism monitoring. The chimerism results were compared with patient’s 
clinical picture. The informativity of the assay was 100 % for all included donor/recipient 
pairs and was higher for unrelated pairs than for related. The results of the determination of 
proportion of genomic DNA matched with the patient’s clinical picture in 19 patients out of 
23. The chimerism results did not always match with the clinical picture in four patients. In 
five patients we would need more successive samples to completely interpret the chimerism 
results. A smaller proportion of patients with mixed chimerism had graft-versus-host disease 
compared to the patients with complete chimerism. The sensitivity of the assay is high, as 
we detected 0,02 % chimerism, which enables earlier information about the change in 
proportion of recipient genomic DNA. The external quality control was successfully passed 
with the tested system. We can conclude that the test system is suitable for chimerism 
monitoring after allogeneic haematopoietic stem cell transplantation for Slovenian 
population of haematopoietic stem cell recipients. 
Key words: haematopoietic stem cell transplantation, chimerism, genomic DNA, 




ALL akutna limfatična levkemija 
AML akutna mieloična levkemija 
bp bazni par 
Cq kvantifikacijski cikel 
CV koeficient variacije 
DKS diferencialna krvna slika 
DLI infuzija darovalčevih limfocitov (ang. donor lymphocyte infusion) 
DNA deoksiribonukleinska kislina (ang. deoxyribonucleic acid) 
DNaza deoksiribonukleaza 
gDNA genomska DNA 
D/R darovalec/prejemnik (ang. donor/recipient) 
EDTA  etilendiamintetraocetna kislina (ang. ethylendiaminetetraacettic acid) 
FISH fluorescenčna in situ hibridizacija 
GVHD bolezen presadka proti gostitelju (ang. graft-versus-host disease) 
GVT/GVL reakcija presadka proti tumorju/levkemiji (ang. graft-versus-
tumor/leukemia effect) 
HLA človeški levkocitni antigen (ang. human leukocyte antigen) 
indel insercija/delecija 
KMC krvotvorne matične celice 
KML kronična mieloična levkemija 
MDS mielodisplastični sindrom 
MRD minimalna preostala bolezen (ang. minimal residual disease) 
NGS sekvenciranje naslednje generacije (ang. next generation sequencing) 
PCR verižna reakcija s polimerazo (ang. polymerase chain reaction) 
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PKMC presaditev krvotvornih matičnih celic 
PNH paroksizmalna nočna hemoglobinurija 
R2 koeficient determinacije 
RNaza ribonukleaza 
SD standardni odklon 
SNP polimorfizem posameznih nukleotidov (ang. single nucleotide 
polymorphism) 
STR kratke tandemske ponovitve (ang. short tandem repeat) 
Taq Thermus aquaticus 
Th fluorescenčni prag (ang. threshold) 
VNTR polimorfni lokusi s spremenljivim številom tandemskih ponovitev 
(ang. variable number tandem repeat) 
zc-DNA zunajcelična DNA 





Krvotvorne matične celice (KMC) so multipotentne matične celice, iz katerih nastanejo vse 
linije krvnih celic. V krvotvornem procesu se KMC najprej diferencirajo v predniške 
(prekurzorske) celice mieloične in limfatične vrste (1). V naslednjih stopnjah diferenciacije 
se iz mieloičnih prednic razvijejo vse celice eritroidne, megakariocitne, 
makrofagno/monocitne in granulocitne celične linije, iz limfatičnih prednic pa linije 
limfocitov B in T ter naravnih celic ubijalk (celice NK) (2). Poleg dozorevanja v usmerjene 
celice so KMC sposobne tudi samoobnavljanja in tako ohranitve zaloge KMC. Pri odraslem 
človeku je večina KMC v rdečem kostnem mozgu, ki se nahaja v lobanji, vretencih, rebrih, 
prsnici, ključnici, lopaticah, medenici in proksimalnih epifizah stegnenic in nadlahtnic (3, 
4). Iz kostnega mozga lahko vstopajo tudi v kri, vendar jih je tam v primerjavi s kostnim 
mozgom manj, saj v njem najdemo eno KMC na 10.000 celic, v krvi pa eno KMC na 100.000 
celic (5, 6). Pomembna lastnost KMC je tudi njihovo vraščanje (ang. homing), torej 
zmožnost vračanja iz periferne krvi nazaj v kostni mozeg, kar se izkorišča za zdravljenje 
krvnih bolezni, pri katerih je mogoče zdravljenje s KMC (3, 5). Presaditev krvotvornih 
matičnih celic (PKMC) je lahko avtologna, pri kateri je bolnik hkrati prejemnik in darovalec 
KMC, ali alogenska, pri kateri je darovalec KMC sorodni ali nesorodni. 
1.1 Presaditev krvotvornih matičnih celic 
Leta 1989 so v Sloveniji opravili prvo presaditev kostnega mozga (7). Včasih so uporabljali 
le KMC pridobljene iz kostnega mozga, danes pa jih pridobivajo tudi iz periferne in 
popkovnične krvi, zato je PKMC uveljavljen in bolj natančen izraz za ta način zdravljenja 
(3). To terapijo uporabljajo za zdravljenje številnih malignih in nemalignih bolezni (2, 3).  
Prva faza pri PKMC je iskanje ustreznega darovalca KMC, nato sledi zbiranje KMC. V fazi 
presaditve nato bolnika (prejemnika) najprej kondicionirajo (pripravijo) s kemoterapijo 
in/ali obsevanjem. Kondicioniranje je lahko mieloablativno, pri katerem so odmerki visoki, 
ali nemieloablativno, ki je manj agresivno (8). Namen mieloablativnega kondicioniranja je 
predvsem uničenje vseh malignih celic, priprava kostnega mozga za vsaditev ter v primeru 
alogenske presaditve tudi vzpostavitev zadostne imunosupresije, ki prepreči zavrnitev tujega 
presadka. Pri nemieloablativnem kondicioniranju pa zagotovijo le prehodno zavoro 
imunskega sistema, da lahko pride do prijetja presadka. Za odstranitev malignih celic je po 
presaditvi v primerih rakavih bolezni zelo pomembna tudi reakcija presadka proti 
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tumorju/levkemiji (GVT/GVL, ang. graft-versus-tumor/leukemia effect), pri kateri 
presajene imunokompetentne celice uničijo prejemnikove rakave celice (9). Kondicioniranju 
sledi PKMC, po navadi v obliki intravenske infuzije celične suspenzije, ki vsebuje zadostno 
število KMC. Cilj zdravljenja s KMC je prijetje zdravega krvotvornega tkiva pri prejemniku 
(10).  
1.1.1 Vrste presaditev krvotvornih matičnih celic 
Pri avtologni PKMC prejme bolnik infuzijo lastnih predhodno zbranih KMC, torej je bolnik 
hkrati prejemnik in darovalec. Zaradi tega ne pride do imunskih zavrnitev presajenega tkiva. 
Najpogostejše indikacije za avtologno PKMC so diseminirani plazmocitom, ne-Hodgkinov 
limfom, Hodgkinov limfom in redkeje akutna mieloična levkemija (AML) (8, 11, 12).  
Pri alogenski PKMC je darovalec KMC lahko soroden (po navadi HLA-identičen sorojenec) 
ali nesoroden (po navadi oseba izbrana iz svetovnega registra darovalcev KMC). 
Najpogostejše indikacije za alogensko PKMC so AML, akutna limfatična levkemija (ALL) 
in mielodisplastični sindrom (MDS), uporablja pa se tudi pri imunskih pomanjkljivostih, 
aplastičnih anemijah, na terapije neodzivnih kroničnih mieloproliferativnih boleznih (na 
primer pri kronični mieloični levkemiji (KML), kronični mielomonocitni levkemiji in 
primarni mielofibrozi) in ne-Hodgkinovih limfomih (8, 12). Najpomembnejši dejavnik za 
izbiro darovalca pri teh vrstah presaditve je skladnost v človeških levkocitnih antigenih 
(HLA, ang. human leukocyte antigen). Prva izbira je popolnoma skladen sorodni darovalec, 
ki je običajno prejemnikov brat ali sestra. V primeru, da ne najdejo skladnega darovalca 
znotraj družne, iščejo skladnega nesorodnega darovalca v registrih tipiziranih darovalcev 
KMC, kot sta slovenski register Slovenija Donor in mednarodni register Eurotransplant 
International Foundation. Ker so aleli HLA visoko polimorfni, v okrog 15 % ne najdejo 
ustreznega skladnega darovalca in tako se dopušča tudi možnost uporabe HLA-neskladnih 
darovalcev (13). Posebni vrsti PKMC sta singenska PKMC, pri kateri je darovalec bolnikov 
enojajčni dvojček, in haploidentična PKMC, pri kateri se darovalec in prejemnik ujemata 
samo v enem od dveh haplotipov HLA (3). 
Ker je skladnost prejemnika in darovalca pogojena z ujemanjem v sistemu HLA, je potrebno 
pred presaditvijo določiti HLA fenotip prejemnika in darovalca. To določijo s tipizacijo 
lokusov HLA-A, HLA-B in HLA-C ter HLA-DRB1 in HLA-DQB1. Popolnoma skladni 
darovalec ima vse tipizirane alele HLA enake prejemniku (10/10), pri neskladnem pa 
običajno dopuščajo neujemanje v enem paru (9/10) (14). Tveganje za zavrnitev presadka in 
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bolezen presadka proti gostitelju (GVHD, ang. graft-versus-host disease) se namreč veča s 
stopnjo neujemanja.  
V letu 2017 so v Sloveniji opravili 132 PKMC, od tega je bilo 92 avtolognih in 40 alogenskih 
(12 od sorodnega darovalca in 28 od nesorodnega darovalca) (11). 
1.1.2 Zapleti po presaditvi krvotvornih matičnih celic 
Najpogostejši zapleti pri bolniku po PKMC so ponovitev bolezni, imunska zavrnitev 
presadka, bolezen GVHD, okužbe, odpoved organov, krvavitve in sekundarne maligne 
bolezni, ki so lahko tudi smrtni (12). Smrtnost po avtologni PKMC je nižja kot po alogenski 
presaditvi, glavni zaplet pa je ponovitev osnovne bolezni, predvsem zaradi odsotnosti učinka 
GVL (3). Ponovitev bolezni je glavni vzrok smrtnosti pri avtologni in alogenski PKMC, 
vendar predstavlja pri prvi manjši delež smrtnosti kot pri slednji. Pri alogenski PKMC je 
drugi najpogostejši razlog za bolnikovo smrt bolezen GVHD (12). 
Do ponovitve osnovne bolezni lahko pride že zgodaj po PKMC, če kondicioniranje ni uničilo 
malignih celic v zadostni meri in če reakcija GVL ni mogla preprečiti ponovitve bolezni. 
Razlog za ponovitev bolezni pa je lahko tudi neučinkovita GVL (15–17).  
Imunska zavrnitev presadka je lahko humoralno ali celično posredovana, pri čemer 
prejemnikov imunski sistem reagira proti presadku. Do imunske zavrnitve presadka pride 
lahko takoj po presaditvi, torej je prijetje presadka popolnoma neuspešno, ali pa po 
prehodnem prijetju presadka. Sledi izguba darovalčevih celic in popolna odpoved 
krvotvornega procesa ali pa obnovitev avtolognega krvotvornega procesa (18). Imunska 
zavrnitev je pogostejša pri bolnikih z neskladnim darovalcem in pri presaditvah z manj 
intenzivnim (t. i. nemieloablativnim) kondicioniranjem (19). 
Zaradi genetskih razlik med prejemnikom in darovalcem pride sicer do terapevtsko željenega 
učinka GVL, vendar pa tudi do imunsko posredovane poškodbe zdravih prejemnikovih tkiv, 
ki jih povzroča bolezen GVHD (9). Pri bolezni GVHD gre za aktivacijo darovalčevih 
imunskih celic, ki po vsaditvi napadejo za njih tuje prejemnikovo tkivo. Bolezen GVHD je 
lahko akutna ali kronična. Pri akutni so običajno prizadeti koža, jetra in prebavila, pri 
kronični pa poleg teh še nohti, lasje in dlake, usta, oči, pljuča ter mišice (20). 
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1.2 Himerizem po alogenski presaditvi krvotvornih matičnih celic 
Himera je organizem katerega celice izvirajo iz dveh ali več različnih zigot (21). Poznamo 
naravne in umetne himere. Naravne himere nastanejo zaradi prenosa celic med materjo in 
otrokom med nosečnostjo, prenosa celic med dvojčkoma v maternici ali fuzije zgodnjih 
zarodkov. Umetne himere pa nastanejo s prenosom celic s transfuzijo ali presaditvijo (22, 
23). Na področju hematologije so izraz himera prvič uporabili Ford in sod. leta 1956 (24). Z 
njim so opisali živali, ki so bile obsevane in so prejele kostni mozeg druge živali, rezultat pa 
je bila prisotnost tujega krvotvornega tkiva. Himerizem po presaditvi alogenskih KMC je 
torej stanje, pri katerem so v prejemnikovem telesu sočasno prisotne celice prejemnika in 
darovalca (25). 
1.2.1 Vrste himerizma po alogenski presaditvi krvotvornih matičnih celic 
Obstajajo različne vrste himerizma glede na delež celic darovalca oziroma prejemnika v 
prejemnikovi krvi ali kostnem mozgu. Kadar v kostnem mozgu in krvi ni več prejemnikovih 
celic, torej je krvotvorno tkivo popolnoma darovalčevega izvora, to imenujemo popolni 
himerizem. Pri mešanem himerizmu so v kostnem mozgu in krvi prisotne prejemnikove in 
darovalčeve celice. Mešani himerizem je lahko stabilen, običajno pa počasi prevladajo ene 
od celic, ker je to dinamičen proces. Kadar pri prejemniku število avtolognih celic narašča, 
govorimo o naraščajočem mešanem himerizmu, kadar pa pada pa o padajočem mešanem 
himerizmu. Prejemniki z mešanim himerizmom lahko razvijejo popolni himerizem, ali pa se 
zgodi tudi obratno in se vzpostavi popolno krvotvorno tkivo prejemnika, torej himerizem 
izgine (26). Poznamo tudi t. i. cepljeni himerizem, pri katerem se popolni himerizem izraža 
le v določeni celični liniji, ostale celične linije pa so mešane ali v celoti prejemnikove (27).  
1.2.2 Klinični pomen določanja himerizma 
S PKMC želimo pri malignih in drugih boleznih po navadi doseči popolni himerizem, saj 
pred tem z agresivno kemoterapijo in obsevanjem kostnega mozga bolnika uničimo. Če se 
po presaditvi pokažejo sledovi mešanega himerizma, to lahko pomeni, da je prišlo do 
ponovitve osnovne bolezni, to je do razmnoževanja malignih celic bolnika v njegovem 
kostnem mozgu, ali pa da se presadek ni prijel. Zato je določanje in sledenje himerizma 
pomembno za napoved uspešnosti PKMC. Z določanjem deležev himerizma po PKMC 
lahko ocenimo uspešnost prijetja presadka ter zgodaj zaznamo znake zavrnitve presadka in 
ponovitve bolezni. Z dovolj zgodnjo zaznavo zapletov lahko s hitrejšim ukrepanjem 
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povečamo tudi možnost ozdravitve bolnika. Himerizem lahko določimo z zaznavanjem 
razmerja celic ali pa zaznavanjem razmerja DNA (deoksiribonukleinska kislina, ang. 
deoxyribonucleic acid) darovalca in prejemnika. 
Določanje himerizma je informativno skoraj za vse bolnike, saj temelji na genetskih razlikah 
med prejemnikom in darovalcem. Za razliko od tega načina običajna metoda določanja 
minimalne preostale bolezni (MRD, ang. minimal residual disease) ni vedno mogoča, saj pri 
veliko obolenjih pogosto ni ustreznih genetskih ali celičnih označevalcev. 
Klinični pomen mešanega himerizma je odvisen od njegovega podtipa (stabilni, padajoči ali 
naraščajoči mešani himerizem). Naraščajoči himerizem, to je naraščanje deleža 
prejemnikovih celic, ki ga zaznamo v več zaporednih določitvah, kaže na ponovitev bolezni, 
neuspešno prijetje presadka ali pa zavrnitev presadka (28, 33). Takoj po presaditvi se lahko 
pojavi mešani himerizem, ki kasneje preide v popolni himerizem, kar pomeni uspešno 
prijetje presadka in vzpostavitev popolnega krvotvornega procesa iz darovalčevih celic. Če 
se najprej pojavi popolni himerizem, ki pa kasneje popolnoma izgine, je to verjetno posledica 
neuspešnega prijetja oziroma zavrnitve presadka (25). Pomemben izziv po PKMC je tudi 
optimalno obvladovanje bolezni GVHD. Tudi pri tem je sledenje himerizma zelo uporabno, 
saj z določitvijo obsega in vrste himerizma lahko napovemo tveganje za nastanek bolezni 
GVHD (25, 28).  
Pomembno je vedeti, da je določitev podtipa himerizma možna le s sistematičnim 
spremljanjem kinetike himerizma v kratkih intervalih v obdobju po PKMC. Pri tem je 
ključna uporaba kvantitativnih in občutljivih metod, ki zaznajo že zelo majhen delež DNA 
(26, 28–32). 
1.2.3 Principi in metode za določanje himerizma 
Omenili smo že, da lahko himerizem določimo na nivoju celic ali na nivoju DNA. Določanje 
himerizma na nivoju DNA je bolj občutljivo in zanesljivo ter temelji na zaznavanju 
kvalitativnih in kvantitativnih razlik med prejemnikovim in darovalčevim genomom (34). 
Primerna vzorca za to preiskavo sta periferna kri in kostni mozeg, vendar se pogosteje 
uporablja periferna kri (33). Od leta 1980 so razvili veliko metod, pri katerih se za določitev 
stanja himerizma uporablja t. i. informativne označevalce (35).  
Informativni označevalec je zaporedje DNA, ki je prisotno v genomu enega posameznika in 
odsotno v genomu drugega. Za določitev informativnih genetskih označevalcev, ki so 
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različni pri prejemniku in darovalcu, je potrebno že pred presaditvijo testirati prejemnikov 
in darovalčev vzorec DNA. Nato določamo delež himerizma v zaporednih prejemnikovih 
vzorcih po PKMC. Priporočeni časovni intervali odvzema vzorcev so 1, 3, 6 in 12 mesecev 
po PKMC oziroma po potrebi tudi pogosteje (27). Himerizem določimo kvantitativno kot 
delež prejemnikove ali darovalčeve DNA.  
Tipični označevalci za določanje himerizma so npr. aleli krvnih skupin, izotipov 
imunoglobulinov, označevalci spolnih kromosomov, aleli sistema HLA, polimorfni lokusi s 
spremenljivim številom tandemskih ponovitev (VNTR), kratke tandemske ponovitve (STR), 
polimorfizmi posameznega nukleotida (SNP) in bialelni polimorfizmi insercij/delecij 
(indel). Za določanje himerizma po navadi izberemo kombinacijo oz. nabor označevalcev, 
ki imajo kar največje možnosti, da so informativni. Idealni nabor označevalcev je sestavljen 
iz DNA zaporedij velikega števila lokusov, ki nosijo bialelne polimorfizme, ki imajo v 
splošni populaciji visoko stopnjo heterozigotnosti in niso omejeni na spol. (23, 36, 37).  
Označevalce himerizma lahko določimo in izmerimo z različno občutljivimi 
laboratorijskimi tehnikami in metodami. Možne metode za določanje himerizma so 
aglutinacija, pretočna citometrija, fluorescenčna in situ hibridizacija (FISH), prenos po 
Southernu in verižna reakcija s polimerazo (PCR, ang. polymerase chain reaction) (23, 38). 
Metode imajo različne omejitve, kot so nizka občutljivost, časovna zamudnost, omejenost 
na presaditve, kjer sta prejemnik in darovalec različnih spolov in potreba po velikih količinah 
DNA. Idealna metoda za določanje himerizma mora biti informativna, občutljiva, 
kvantitativno točna, ponovljiva, hitra in cenovno ugodna (39, 40). 
Od občutljivosti uporabljene metode za določitev himerizma je odvisna tudi zanesljivost 
naše ocene, ali gre za popolni ali mešani himerizem. Če je občutljivost metode taka, da zazna 
šele več kot 5 % DNA v mešanici, potem ta metoda ne razločuje med 95 % in 100 % 
himerizmom. Prav tako tudi določitev popolnega (100 %) himerizma še ne pomeni, da 
prejemnikove celice niso prisotne, saj so lahko prisotne pod mejo zaznave. 
Analiza z metodo STR je zaradi visoke informativnosti in zanesljivosti zlati standard za 
kvantitativno opredelitev himerizma pa PKMC. Nadomestila je manj občutljive imunološke 
in citogenetske postopke (23, 38). Mikrosateliti STR so zaporedja DNA, dolga od 2 do 8 
baznih parov (bp), ki se v genomu večkrat ponovijo v tandemu. Vsak lokus STR ima več 
alelov in z uporabo različnih lokusov lahko razlikujemo med skoraj vsemi možnimi pari 
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darovalcev in prejemnikov (D/R), ne glede na njihov spol. Metoda za pomnoževanje DNA 
je klasični multipleksni PCR, pri čemer je izhodna količina DNA zelo nizka. Nastali produkti 
PCR so fluorescenčno označeni, ločimo pa jih s kapilarno elektroforezo. Glede na 
intenzivnost fluorescence pomnoženih zaporedij informativnih označevalcev nato 
izračunamo odstotek prejemnikove DNA v vzorcih (23). Pomanjkljivost klasičnih metod 
PCR je nizka občutljivost (1-5 %), kar v primerjavi z občutljivejšimi metodami pri veliko 
bolnikih ne zadostuje za zgodnjo zaznavo pojava prejemnikove DNA in s tem za napoved 
zapletov in posledično hitrejše ukrepanje (37, 38). Občutljivejša in vedno pogostejša metoda 
za določanje himerizma je PCR v realnem času (qPCR, ang. quantitative PCR). 
1.2.4 Določanje himerizma z metodo PCR v realnem času 
Prednost novejših metod za določanje himerizma, ki temeljijo na qPCR je visoka 
občutljivost, saj z njimi lahko v mešanici zaznamo že 0,05 % DNA, ki je v vzorcu v manjšini. 
Z metodo qPCR merimo nastali produkt med celim potekom pomnoževanja zaporedij DNA 
in ne šele na koncu, kot je primer pri klasičnih reakcijah PCR. Tako je z metodo qPCR 
kvantifikacija zanesljivejša, saj količino produkta merimo, ko je reakcija še v eksponentni 
fazi. Ker potekata pomnoževanje in detekcija hkrati, ni potrebnega dodatnega končnega 
koraka za detekcijo pomnoženih produktov v gelu ali podobno, s čimer se zmanjša možnost 
kontaminacije in poveča hitrost testa. Za obdelavo podatkov pri tej metodi obstaja tudi 
specializirana programska oprema, ki še olajša celotno analizo rezultatov (40). 
Označevalci, ki so primerni za metodo qPCR za določanje himerizma po PKMC so SNP in 
indel, s katerimi lahko kvantificiramo stopnjo himerizma pri velikem številu parov D/R. SNP 
so najštevilčnejša oblika genetske variabilnosti v človeškem genomu in so posledica 
zamenjave enega nukleotida z drugim (34). V primerjavi z analizo SNP omogoča analiza 
daljših zaporedij indel izboljšano razlikovanje (41). Lokusi indel so bialelni, zato je v 
primerjavi s STR potrebno analizirati več lokusov, da dosežemo enako stopnjo razlikovanja 
(23). Insercije in delecije se pojavljajo skoraj enakovredno, v dolžino pa merijo od 1 do 
10.000 bp. V genomu so porazdeljene s povprečno gostoto ena indel na 7,2 kb DNA. 
Insercije in delecije naj bi predstavljale med 16 % in 25 % vseh polimorfizmov pri človeku 
(42). 
Reakcija qPCR temelji na 5'–3' eksonukleazni aktivnosti DNA-polimeraze Thermus 
aquaticus (Taq). Pri reakciji za specifični način zaznavanja uporabljamo hidrolizirajoče 
sonde, ki imajo na koncih vezani dve molekuli. Sonda ima na 5' koncu vezano reportersko 
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barvilo (npr. FAM, VIC), ki je fluorescenčno, na 3' koncu pa ima vezano molekulo dušilca, 
ki je lahko fluorescenčna (npr. TAMRA) ali nefluorescenčna (NFQ, ang. non-fluorescence 
quencher). Danes so v uporabi sonde, ki imajo na NFQ vezano še molekulo MGB (ang. 
minor groove binder), katera stabilizira vezavo sonde na DNA (43).  
Pri intaktni hidrolizirajoči sondi sta reportersko barvilo in dušilec blizu, zato dušilec 
prestreže fluorescenco, ki jo oddaja reportersko barvilo. V stopnji podaljševanja Taq DNA-
polimeraza zaradi svoje 5' eksonukleazne aktivnosti hidrolizira vezano sondo. Pri razgrajeni 
sondi se reportersko barvilo in dušilec oddaljita drug od drugega in dušilec ne more več 
prestrezati fluorescence reporterskega barvila (Slika 1). V vsakem ciklu reakcije qPCR se 
sprosti več molekul reporterskega barvila, kar se kaže kot porast intenzitete fluorescence, ki 
je zato sorazmerna s količino nastalega produkta (43, 44).  
 
 
Slika 1: Shema poteka reakcije qPCR z uporabo hidrolizirajočih sond (prirejeno po 
43) 
Pri reakciji qPCR se v stopnji prileganja začetni oligonukleotidi (svetlo in temno modro) in 
sonde (zeleno) vežejo na tarčna zaporedja DNA. V tej stopnji dušilec (označen s črko Q) na 
3' koncu sonde zaradi bližine prestreže fluorescenco, ki jo oddaja reportersko barvilo 
(označen s črko R) na 5' koncu. V stopnji podaljševanja Taq DNA-polimeraza s 
podaljševanjem vezanih začetnih oligonukleotidov sintetizira novi verigi. Ko Taq DNA-
polimeraza doseže sondo, njena 5' eksonukleazna aktivnost hidrolizira vezano sondo. 
Razdalja med reporterskim barvilom in dušilcem se tako poveča in dušilec ne more več 
prestrezati fluorescence reporterskega barvila (43, 44). 
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Pri določanju prisotnosti alela z metodo ekspresije je vsaka oligonukleotidna sonda 
specifična za določevani alel. V primeru, da je ta v verigi DNA prisoten, se nanj sonda lahko 
veže in Taq DNA-polimeraza ob podaljševanju začetnih oligonukleotidov povzroči njeno 
hidrolizo in s tem porast izmerjene fluorescence. Če alela, za katerega je sonda specifična, 
ni, se sonda ne more vezati, posledično ostane intaktna in fluorescenco reporterskega barvila 
prestreže dušilec. 
Po končani reakciji qPCR dobimo graf pomnoževanja, na katerem krivulja prikazuje 
odvisnost vrednosti normalizirane fluorescence (ΔRn) od števila ciklov. Za normalizacijo 
fluorescence reporterskega barvila običajno uporabljamo pasivno referenčno barvilo (npr. 
ROX). Z njim lahko normaliziramo določene vire variabilnosti med posameznimi reakcijami 
qPCR (npr. neenakomerno osvetlitev vdolbinic na plošči, različno kondenzacijo in razlike v 
optičnih lastnostih prekrivne folije). Na grafu določimo vrednost linije fluorescenčnega 
praga (Th, ang. threshold), torej vrednost fluorescenčnega signala, ki predstavlja značilno 
povišanje glede na bazno linijo. Kvantifikacijski cikel (Cq) je cikel, pri katerem 
fluorescenčni signal reakcije preseže linijo fluorescenčnega praga in je obratnosorazmeren 
z začetno količino DNA v vzorcu (Slika 2). Pri 100 % učinkovitosti pomnoževanja se z 
vsakim ciklom reakcije število kopij odseka DNA podvoji. Tako razlika enega Cq pomeni 
dvakratno razliko v številu kopij DNA (44, 45). 
 
Slika 2: Graf pomnoževanja pri qPCR (prirejeno po 46) 
Na x-osi je prikazano število ciklov, na y-osi pa vrednost normalizirane fluorescence (ΔRn). 
Z rdečo linijo je prikazana krivulja pomnoževanja pozitivnega vzorca, z modro negativna 
kontrola, črna prekinjena črta pa prikazuje prag fluorecsence. 
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Pri metodi qPCR je kvantifikacija lahko absolutna ali relativna. Pri relativni kvantifikaciji 
določimo izražanje testiranega (tarčnega) gena v testiranem vzorcu relativno glede na 
referenčni vzorec (kalibrator). Ena izmed metod relativne kvantifikacije je metoda ΔΔCq, 
pri kateri uporabljamo endogeni (referenčni) gen za normalizacijo. Pri metodi neposredno 
primerjamo vrednosti Cq testiranega in referenčnega gena v testiranem vzorcu in kalibratorju 
(44, 45). Za izračun uporabimo Enačbo 1: 
2– (Cq),
kjer je
ΔΔCq =  (Cq tarčni gen v testiranem vzorcu – Cq referenčni gen v testiranem vzorcu )–
(Cq tarčni gen v kalibratorju – Cq referenčni gen v kalibratorju)
 
Enačba 1: Enačba za relativno kvantifikacijo z metodo ΔΔCq pri qPCR 
(Za primer glej Enačbo 2.) 
Že pred več kot desetletjem so opisali prve metode qPCR za sledenje himerizma pri bolniku 
po PKMC (37, 41, 47). Do danes so v različnih študijah dokazali, da ima qPCR v primerjavi 
z analizo STR boljšo občutljivost (38, 40, 48, 49). Ugotovili so, da je s kliničnega vidika 
metoda qPCR uporabnejša, saj z njo lahko prej zaznamo zaplete po PKMC (50, 51, 52). 
Tako je na tem področju qPCR trenutno najobčutljivejša metoda. Čeprav so določitev 
himerizma z analizo STR in qPCR primerjali že v številnih študijah, pa še vedno ni splošnih 
priporočil glede klinične uporabe qPCR. Tako na primer še vedno ni znana minimalna 
vrednost spremembe v deležu prejemnikove DNA, ki bi bila opozorilo za terapevtsko 
ukrepanje (53, 54). Prav zaradi pomanjkanja priporočil večina kliničnih laboratorijev za 
rutinsko spremljanje himerizma po PKMC še vedno ne uporablja metode qPCR, ampak daje 
prednost analizi STR (54). V zadnjih letih so razvili številne komercialne sete za določanje 
himerizma, ki omogočajo lažjo uporabo v diagnostiki in vključujejo velik nabor 




2 NAMEN DELA IN HIPOTEZE 
2.1 Namen dela 
Najpogostejši in najnevarnejši zapleti po PKMC so ponovitev bolezni (imenovana tudi 
relaps), bolezen GVHD in zavrnitev presadka, zato je pomembno, da po presaditvi 
spremljamo tudi njeno uspešnost. S sledenjem himerizma lahko zgodaj prepoznamo 
prihajajoče zaplete in tudi napovemo tveganje zanje. Danes so že na voljo različne metode 
in komercialni kompleti za spremljanje himerizma na nivoju genomske DNA (gDNA).  
Namen magistrske naloge je ugotoviti, ali je kombinacija kompleta setov AlleleSEQR 
(Celera, ZDA) za določitev himerizma s specifično programsko opremo AlleleSEQR Suite 
v1.1 Chimerism Analysis Software (Celera, ZDA) in KMRengine Chimerism Analysis 
Software (GenDx, Nizozemska) za analizo rezultatov ustrezna za določanje himerizma pri 
naših bolnikih. Komplet vsebuje set za določitev informativnih označevalcev indel, kateri 
omogoča razlikovanje med prejemnikom in darovalcem. Ker se porazdelitev polimorfnih 
genetskih označevalcev med različnimi svetovnimi populacijami razlikuje, je potrebno za 
našo populacijo najprej določiti informativnost nabora označevalcev, ki jih vsebuje izbrani 
komercialni testni set. Z drugim delom kompleta, torej setom za kvantitativni test, pa nato 
lahko določimo delež prejemnikove ali darovalčeve gDNA v vzorcih po PKMC. 
Naloga ima naslednje specifične cilje: 
 iz vzorcev periferne venske krvi darovalcev in prejemnikov pred PKMC ter prejemnikov 
po PKMC osamiti gDNA, 
 izmeriti koncentracijo izoliranih vzorcev gDNA, 
 s presejalnim testom določiti informativne označevalce za pare prejemnikov in 
darovalcev, 
 določiti občutljivost uporabljene metode qPCR, 
 s kvantitativnim testom določiti delež prejemnikove gDNA v zaporednih vzorcih 
prejemnikov odvzetih v različnih časovnih intervalih po PKMC, 
 primerjati rezultate določitve himerizma s klinično sliko prejemnikov, 




V naši nalogi bomo preverili naslednje hipoteze: 
a) Informativnost nabora označevalcev (34 bialelnih polimorfizmov insercij/delecij), ki 
jih vsebuje izbrani komercialni testni set, je vsaj 99 % za vse pare darovalcev in 
prejemnikov. 
b) Z reakcijami qPCR bomo zaznali vsaj 0,05 % gDNA, ki je v vzorcu v manjšini, kot 
navaja proizvajalec. 
c) Kombinacija kompleta setov AlleleSEQR za določitev himerizma s specifično 
programsko opremo AlleleSEQR Suite v1.1 Chimerism Analysis Software in 
KMRengine Chimerism Analysis Software za analizo rezultatov je ustrezna za 
določanje himerizma pri naših bolnikih. 
d) S testnim sistemom bomo uspešno opravili zunanjo kontrolo kakovosti. 
Med izvajanjem naloge se je pojavila še dodatna hipoteza, ki smo jo želeli preveriti: 
e) Koncentracija izolirane gDNA v vzorcih prejemnikov pred PKMC je nižja od 
koncentracije v vzorcih darovalcev. 





3 MATERIALI IN METODE 
3.1 Vzorci 
3.1.1 Vzorci za sledenje himerizma 
V nalogo smo vključili 23 prejemnikov in njihovih darovalcev KMC. Prejemniki so bili 
bolniki, zdravljeni z alogensko PKMC v letih od 2011 do 2016. Bolniki so bili v času PKMC 
stari od 18 do 66 let. Moških je bilo 16, žensk pa 7. Imeli so različne klinične diagnoze: 
devet bolnikov je imelo AML, šest ALL, dva KLL, dva diseminirani plazmocitom in po eden 
aplastično anemijo, MDS, paroksizmalno nočno hemoglobinurijo (PNH) in bifenotipsko 
levkemijo. Bolniki so prejeli KMC sorodnih ali nesorodnih darovalcev. Sorodnih je bilo 8, 
od tega so bili vsi bratje ali sestre prejemnika, nesorodnih pa 15. 
Za testiranje smo uporabili vzorce periferne venske krvi. Pri presejalnem testu za določitev 
informativnih označevalcev smo uporabili vzorce darovalcev (23) in vzorce prejemnikov 
(23) pred PKMC. Pri enem prejemniku (Bolnik št. 11) smo določili še informativne 
označevalce za darovalca trombocitov, saj je bolnik prejel transfuzijo nefiltriranih 
trombocitov, po kateri je bil postavljen sum na bolezen GVHD. 
Za sledenje uspešnosti alogenske PKMC smo uporabili vzorce prejemnikov po PKMC. Te 
vzorce smo prejemali neredno, saj so bili pri bolnikih odvzeti v različnih časovnih intervalih. 
Vzorci so bili tako odvzeti od 23 do 1576 dni (povprečno 402 dni) po PKMC. Pri tem smo 
pri 22 prejemnikih uporabili najmanj dva vzorca po PKMC. Pri enem prejemniku (Bolnik 
št. 11) smo uporabili le en vzorec po PKMC. Skupno število vzorcev po PKMC je bilo 56. 
Vzorci so bili do uporabe shranjeni pri -20 °C. 
3.1.2 Vzorci za določitev občutljivosti  
Za določitev občutljivosti metode qPCR za komercialni set AlleleSEQR smo uporabili 
vzorca komercialno dostopne humane gDNA moškega in ženske (Promega, ZDA). 
Izhodiščni koncentraciji sta bili 242 µg/mL (moški) in 201 µg/mL (ženska), oba vzorca pa 
smo redčili na enako koncentracijo gDNA, to je 100 µg/mL. Vzorec moškega smo redčili v 
vzorcu ženske v redčitveni vrsti 1:2, tako da smo prišli v območje detekcije, ki ga navaja 
proizvajalec, to je 0,05 % gDNA, ki je v manjšini. Skupno smo pripravili 14 vzorcev (od S1 
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do S14) z različnimi deleži moške gDNA: 50 %, 25 %, 12,5 %, 6,25 %, 3,13 %, 1,56 %, 
0,78 %, 0,39 %, 0,19 %, 0,1 %, 0,05 %, 0,02 %, 0,01 % in 0 %. 
3.1.3 Vzorci za sodelovanje v zunanji kontroli kakovosti 
Za sodelovanje v zunanji kontroli kakovosti INSTAND e.V. (Nemčija) smo prejeli naslednje 
vzorce polne krvi: vzorec darovalca, vzorec prejemnika pred PKMC in pet vzorcev 
prejemnika po PKMC. 
3.2 Metode 
Pri vseh opisanih metodah smo uporabili naslednje materiale: 
 nastavljive pipete za volumne 0,1–2,5 µL, 2–20 µL, 10–100 µL, 100–1000 µL 
(Eppendorf, Nemčija), 
 nastavki za pipete s filtrom ep. T.I P.S. Dualfilter, brez deoksiribonukleaz (DNaz) in 
ribonukleaz (RNaz) za volumne do 10 µL, do 20 µL, do 100 µL in do 1000 µL 
(Eppendorf, Nemčija), 
 mikroevpruvete (1,5mL) brez DNaz in RNaz (Eppendorf, Nemčija), 
 stojalo za mikroepruvete (1,5 mL). 
3.2.1 Osamitev genomske DNA iz polne krvi prejemnikov in darovalcev 
Materiali in reagenti: 
 aparat BioRobot EZ1 (Qiagen, Nemčija), 
 kartica EZ1 DNA Blood Card (Qiagen, Nemčija), 
 komercialni set EZ1 DNA Blood 350 µL Kit (Qiagen, Nemčija), 
 stresalnik Yellowline TTS 2 (IKA, Nemčija). 
Genomsko DNA smo osamili iz vzorcev polne krvi z aparatom BioRobot EZ1 (Qiagen) po 
navodilih proizvajalca. Na kratko, v aparat smo vstavili kartico EZ1 DNA Blood Card, na 
kateri so zapisani protokoli za osamitev gDNA. Iz aparata smo vzeli ven oba nosilca. V 
nosilca smo po sledečem protokolu vstavili potrebni material komercialnega seta EZ1 DNA 
Blood 350 µL Kit, glede na število vzorcev, ki smo jih vključili v postopek (Slika 3): 
1. vrsta: mikroepruvete (1,5 mL) za elucijo izolirane DNA 
2. vrsta: nosilci za nastavke in nastavki s filtri 
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3. vrsta: prazna 
4. vrsta: mikroepruvete (2 mL) z vzorci 
5. vrsta: kartuše z reagenti 
 
Slika 3: Prikaz nosilcev z vrstami v notranjosti aparata (prirejeno po 55) 
V 4. vrsto smo v mikroepruvete (2 mL) odpipetirali 350 µL vzorca polne krvi. Nosilca smo 
vstavili nazaj v aparat na ustrezna mesta in zaprli vrata. Izbrali smo program za izolacijo 
DNA iz 350 µL vzorca v 100 µL elucijskega pufra, brez spiranja z etanolom. Aparat je nato 
v 20 minutah izoliral gDNA s tehnologijo magnetnih delcev. 
Izolirano gDNA smo do uporabe shranili pri -20 °C. 
3.2.2 Merjenje koncentracije in čistote izolirane genomske DNA 
Materiali in reagenti: 
 UV spektrofotometer BioPhotometer (Eppendorf, Nemčija), 
 kivete UVette (Eppendorf, Nemčija), 
 stresalnik Yellowline TTS 2 (IKA, Nemčija), 
 magnetno stojalo (Qiagen, Nemčija), 
 destilirana voda. 
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Z UV spektrofotometrom BioPhotometer smo izmerili koncentracijo in čistost gDNA v 
vzorcih, ki smo jih pridobili s prej opisano metodo osamitve gDNA. Koncentracijo gDNA 
smo določili z merjenjem absorbance pri valovni dolžini 260 nm (A260), pri čemer morajo 
biti vrednosti med 0,1 in 1,0. Čistost gDNA smo določili z razmerjem absorbanc pri 260 in 
280 nm (A280). Čista DNA ima razmerje A260/A280 med 1,7 in 1,9, pri nečisti pa se to 
razmerje zniža. 
Na spektrofotometru smo izbrali program za meritev dvoverižne DNA in nastavili ustrezno 
redčitev vzorca (1:10). V kiveto smo odpipetirali 70 μL destilirane vode s katero smo umerili 
UV spektrofotometer. V mikroepruveto smo odpipetirali 63 μL destilirane vode in 7 μL 
vzorca gDNA, tako je bilo razmerje gDNA:voda 1:10. Vzorec gDNA raztopljen v destilirani 
vodi smo premešali na stresalniku in prenesli v kiveto. Izmerili smo absorbanco raztopine 
gDNA pri 260 in 280 nm. Iz kivete smo odstranili ves vzorec in jo pred merjenjem 
naslednjega vzorca očistili z destilirano vodo. 
3.2.3 Reakcije PCR v realnem času 
Materiali in reagenti: 
 komplet setov AlleleSEQR Chimerism Assay (Celera, ZDA in GenDx, Nizozemska), 
 nosilec za mikrotitrske reakcijske plošče (Applied Biosystems, ZDA), 
 namizna centrifuga za mikrocentrifugirke MiniSpin Plus (Eppendorf, Nemčija), 
 stresalnik LabDancer (IKA, Nemčija), 
 voda brez DNaz in RNaz (Ambion, ZDA), 
 TE pufer (10 mM Tris, pH 8.0, 0,1 mM EDTA) (Sigma-Aldrich, ZDA), 
 optična folija za prekrivanje mikrotitrskih reakcijskih plošč (Applied Biosystems, ZDA), 
 aplikator za pritrditev folije (Applied Biosystems, ZDA), 
 centrifuga za mikrotitrske plošče (Eppendorf, Nemčija), 
 elektronske avtomatske pipete za volumne 0,5–10 µL in 5–100 µL (Eppendorf, 
Nemčija), 
 DNA/RNA UV komora (Biosan, Latvija). 
Komplet setov AlleleSEQR Chimerism Assay je sestavljen iz presejalnega testa za določitev 
informativnih označevalcev in testa za kvantitativno sledenje himerizma. Vključuje nabor 
34 označevalcev (od CA001 do CA034), ki razlikujejo med bialelnimi polimorfizmi indel in 
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ležijo na različnih kromosomih. Natančne lokacije na kromosomih ne poznamo, saj je to 
poslovna skrivnost podjetja. 
V Preglednici I je podana informativnost testa AlleleSEQR za par naključnih oseb iz izbrane 
populacije, ki jo navaja proizvajalec (56). Vidimo, da 34 molekularnih označevalcev skoraj 
s 100 % verjetnostjo omogoča razločevanje med dvema naključnima osebama vsaj v enem 
od teh lokusov, in to v vseh populacijah, če osebi nista v krvnem sorodu. Če sta osebi 
sorodni, je ta verjetnost malce manjša (od 98,5 % do 99,0 %). Seveda je verjetnost, da se 
dve naključni osebi razlikujeta v dveh označevalcih hkrati, še manjša, in je najnižja pri 
sorojencih v afriški populaciji (86,9 %). 
Preglednica I: Informativnost testa AlleleSEQR (prirejeno po 56) 
3.2.3.1 Presejalni test za določitev informativnih označevalcev iz genomske DNA 
Materiali in reagenti: 
 mikrotitrske reakcijske plošče s 96 vdolbinami AlleleSEQR Chimerism Screening Plate 
(Celera, ZDA), 
 AlleleSEQR qPCR Master Mix (Celera, ZDA in GenDx, Nizozemska), 
 instrument ABI PRISM 7900HT Sequence Detection System (Applied biosystems, 
ZDA), 
 programska oprema SDS Software v2.3 (Applied biosystems, ZDA), 
 programska oprema AlleleSEQR Suite v1.1 Chimerism Analysis Software (Celera, 
ZDA). 
S presejalnim testom smo določili informativne označevalce za 23 parov prejemnikov in 
njihovih darovalcev KMC, pri bolniku 11 pa poleg tega tudi pri krvodajalcu, od katerega je 
bolnik prejel transfuzijo nefiltriranih trombocitov, po kateri je bil postavljen sum na pojav 
Populacija 
Verjetnost, da je vsaj en lokus 
informativen za par 
posameznikov 
Verjetnost, da sta vsaj dva 










> 99,9 % > 99,0 % > 99,8 % > 93,8 % 
afriška > 99,9 % > 97,5 % > 99,0 % > 86,9 % 
japonska > 99,9 % > 98,5 % > 99,7 % > 91,6 % 
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bolezni GVHD. Informativne označevalce smo določili tudi za komercialno dostopna vzorca 
moškega in ženske, ki smo ju uporabili za določitev občutljivosti metode, ter za vzorca 
prejemnika in darovalca, prejeta za namen opravljanja zunanje kontrole kakovosti. 
Vzorce darovalcev in vzorce prejemnikov pred PKMC smo v parih presejalno testirali na 
nabor 34 različnih označevalcev (od CA001 do CA034) z uporabo mikrotitrske reakcijske 
plošče z liofiliziranimi mešanicami začetnih oligonukleotidov in sond AlleleSEQR 
Chimerism Screening Plate s 96 vdolbinami, ki vsebuje po 34 reakcij qPCR za prejemnika 
in darovalca. Na vsaki plošči je bilo mogoče testirati en par vzorcev D/R. Plošča je vsebovala 
tudi referenčni označevalec (CA999), ki je služil kot pozitivna in negativna kontrola testa. 
Za slepi vzorec smo uporabili vodo. Na Sliki 4 je prikazana shema presejalne plošče. 
 
Slika 4: Shema presejalne plošče AlleleSEQR Chimerism Screening Plate (Celera, 
ZDA) za določitev informativnih označevalcev 
Vrste A, B in C – prejemnikova gDNA, vrste E, F in G – darovalčeva gDNA, CA999 
(zeleno) – pozitivna kontrola, CA999 (oranžno) – negativna kontrola. 
AlleleSEQR Suite – Screening Assay je program za pripravo protokola (delovne sheme) in 
obdelavo rezultatov. Z njim smo izračunali volumen raztopin, potrebnih za izpeljavo testa. 
Priporočena količina gDNA na reakcijo na plošči je bila med 1 in 10 ng. Določili smo 5 ng 
gDNA na reakcijo in vpisali koncentracijo izhodnega vzorca gDNA. Potrebni volumen obeh 
vzorcev je bil izračunan za 37 reakcij (35 vdolbin in 2 prebitni). Glede na vnesene podatke 
je program izračunal potrebno količino gDNA in vode (Preglednica II). Sestava reakcijske 
mešanice qPCR za določitev informativnih označevalcev je prikazana v Preglednici II. Po 
25 μL pripravljene reakcijske mešanice s prejemnikovo gDNA smo odpipetirali v vdolbine 
od A1 do C11, v vdolbine od E1 do G11 pa reakcijsko mešanico z darovalčevo gDNA. V 
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vdolbini C12 in G12 smo odpipetirali po 25 μL negativne kontrole, ki ni vsebovala vzorca 
gDNA (Slika 4). 
Preglednica II: Sestava reakcijske mešanice qPCR za določitev informativnih 
označevalcev 
x – potrebna količina gDNA oziroma vode 
Mikrotitrske reakcijske plošče smo vstavili v instrument ABI PRISM 7900HT Sequence 
Detection System. Program reakcij qPCR za določitev informativnih označevalcev je bil 
predhodno določen v programu AlleleSEQR Suite – Screening Assay, ki se je avtomatsko 
povezal s programsko opremo SDS Software v2.3, ki je potrebna za upravljanje instrumenta 
ABI PRISM 7900HT Sequence Detection System. Za pomnoževanje izbranih odsekov 
gDNA smo uporabili naslednji program reakcij qPCR: 95 °C za 10 minut, 40 ciklov pri 
95 °C za 10 sekund in pri 63 °C za 35 sekund. 
Po končanih reakcijah qPCR smo rezultate analizirali s programsko opremo AlleleSEQR 
Suite v1.1 Chimerism Analysis Software in določili informativne alele, ki so se razlikovali 
pri darovalcu in prejemniku KMC in ki smo jih nato uporabili za kvantitativno sledenje 
himerizma. 
3.2.3.2 Test za kvantitativno sledenje himerizma 
Materiali in reagenti: 
 AlleleSEQR qPCR Master Mix (Celera, ZDA in GenDx, Nizozemska), 
 AlleleSEQR Reference Assay (CA999) (Celera, ZDA in GenDx, Nizozemska), 
 AlleleSEQR reagenti za kvantitativno spremljanje himerizma (označevalci od CA001 do 
CA034), ki vsebujejo začetne oligonukleotide in s fluorescenčnim barvilom označene 
sonde (Celera, ZDA in GenDx, Nizozemska), 
 
izračun za 37 
reakcij 




voda brez DNaz in 
Rnaz 
(740 – x) μL (20 – x) μL 60 μL 
5x PCR Master 
Mix 
185 μL 5 μL 15 μL 
vzorec gDNA x μL x μL / 
skupni volumen 925 μL 25 μL 75 μL 
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 mikrotitrske reakcijske plošče s 96 vdolbinami MicroAmp Fast 96-Well Reaction Plate 
(Applied biosystems, ZDA), 
 instrument za pomnoževanje nukleinskih kislin s qPCR ViiA 7 Real-Time PCR System 
(Applied biosystems, ZDA), 
 programska oprema QuantStudio Real-Time PCR Software v1.3 (Applied Biosystems, 
ZDA), 
 programska oprema KMRengine Chimerism Analysis Software (GenDx, Nizozemska).  
V času študije je podjetje GenDx (Nizozemska) prevzelo proizvodnjo in lastništvo 
komercialnih setov AlleleSEQR. Pri tem so ustvarili tudi nov program KMRengine 
Chimerism Analysis Software (GenDx, Nizozemska) za pripravo protokola (delovne sheme) 
in obdelavo podatkov. Pri testu za kvantitativno sledenje himerizma smo tako uporabili nov 
program, ki je ustrezen za uporabo z reagenti komercialnega seta AlleleSEQR. 
Delež himerizma smo določili v 56 vzorcih prejemnikov po PKMC, v pripravljenih redčenih 
vzorcih moške gDNA v ženski gDNA za določitev občutljivosti metode in petih 
prejemnikovih vzorcih po PKMC za opravljanje zunanje kontrole kakovosti. 
Za sledenje uspešnosti alogenske PKMC smo uporabili reagente seta AlleleSEQR za 
kvantitativno spremljanje himerizma. Z njim smo določili relativni delež alela specifičnega 
za prejemnika v prejemnikovem vzorcu po PKMC. Za izvedbo kvantitativnega testa je moral 
imeti vsak par D/R vsaj en informativni označevalec, ki smo ga predhodno določili s prej 
opisanim presejalnim testom.  
Za vsak kvantitativni test smo potrebovali referenčni vzorec in prejemnikove vzorce po 
PKMC. Kot referenčni vzorec smo pri določitvi deleža prejemnikovih informativnih 
označevalcev uporabili prejemnikov vzorec pred PKMC. 
Vzorce gDNA smo redčili s TE pufrom tako, da smo dobili izbrano količino gDNA na 
reakcijo qPCR. Občutljivost metode je odvisna od izhodne količine gDNA, ki smo jo dodali 
v reakcijo (Preglednica III). Glede na podano občutljivost testa smo za vzorce prejemnikov 
po PKMC izbrali 150 ng gDNA na reakcijo, tako da je bila občutljivost testa 0,05 %. Za 
referenčne vzorce prejemnikov pred PKMC pa je bila količina gDNA 10 ng na reakcijo. 
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Preglednica III: Povezava med količino gDNA na reakcijo in občutljivostjo testa 
qPCR za kvantitativno sledenje himerizma (povzeto po 56) 








Reakcijsko mešanico smo po navodilih programa KMRengine Chimerism Analysis 
Software pripravili iz: 5 μL AlleleSEQR qPCR Master Mixa (5x) in 6 μL TE pufra (10 mM 
Tris, pH 8.0, 0,1 mM EDTA). V vse uporabljene vdolbine na mikrotitrski plošči smo 
odpipetirali po 11 μL reakcijske mešanice. 
Po shemi na Sliki 5 (levo) smo v ustrezne vdolbine na plošči odpipetirali po 5 μL 
referenčnega označevalca (CA999) in izbranih informativnih označevalcev (od CA001 do 
CA034). Po shemi na Sliki 5 (desno) smo na ploščo odpipetirali po 9 μL redčenih vzorcev 
gDNA ali TE pufra kot negativno kontrolo. Vse vzorce smo analizirali v triplikatih. Celotna 
sestava reakcijske mešanice qPCR za kvantitativno sledenje himeirzma za posamezno 
reakcijo je prikazana v Preglednici IV. 
 
Slika 5: Shema mikrotitrske plošče za kvantitativno spremljanje himerizma po 
PKMC 
Slika levo – shema nanosa referenčnega označevalca (CA999) in izbranih informativnih 
označevalcev (od CA001 do CA034), slika desno – shema nanosa redčenih vzorcev gDNA 
ali TE pufra kot negativne kontrole 
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Preglednica IV: Sestava reakcijske mešanice qPCR za kvantitativno sledenje 
himerizma 
 Ena reakcija Negativna kontrola 
TE pufer 6 μL 15 μL 
5x PCR Master Mix 5 μL 5 μL 
Informativni označevalec 
/referenčni označevalec 
5 μL 5 μL 
Redčeni vzorec gDNA 9 μL / 
Skupni volumen 25 μL 25 μL 
 
Mikrotitrsko ploščo smo vstavili v instrument ViiA 7 Real-Time PCR System. Pri reakcijah 
qPCR za kvantitativno spremljanje himerizma po PKMC smo za pomnoževanje izbranih 
odsekov gDNA uporabili naslednji program: 95 °C za 10 minut, 40 ciklov pri 95 °C za 10 
sekund in pri 63 °C za 35 sekund. 
3.3 Analiza rezultatov PCR v realnem času 
3.3.1 Analiza rezultatov presejalnega testa za določitev informativnih označevalcev 
Po končanih reakcijah qPCR smo podatke analizirali z uporabo programa AlleleSEQR Suite 
in priročnika AlleleSEQR Operator's Manual (56). Informativne označevalce je določil 
algoritem programa. Po končani analizi so bili označevalci v testirani gDNA bodisi prisotni 
bodisi odsotni, lahko pa so bili rezultati atipični in zaključek ni bil možen. 
 Uspešnost pomnoževanja gDNA oz. reakcij qPCR smo preverili z uporabo endogene 
kontrole (označevalca CA999). Reakcija qPCR za endogeno kontrolo oz. označevalec 
CA999 je bila pozitivna, če je bila vrednost Cq < 34,0. 
 Glede na vrednost Cq za označevalec CA999 so bile reakcije za označevalce od CA001 
do CA034 pozitivne, če je bila razlika med Cq reakcije posameznega označevalca in 
endogene kontrole (ΔCq) v določenem intervalu: 
 Če je bil Cq za označevalec CA999 < 30,0, potem je morala biti vrednost ΔCq za 
testirani označevalec med -2,0 in +3,5, da je bila reakcija pozitivna.  
 Če je bil Cq za označevalec CA999 < 34,0, vendar ≥ 30,0, potem je morala biti 
vrednost ΔCq za testirani označevalec med -2,0 in +2,0, da je bila reakcija pozitivna.  
 Če je bil Cq za označevalec CA999 ≥ 34,0, je bila reakcija negativna.  
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 Vse ostale reakcije (vključno z negativno kontrolo) so bile negativne, kadar je bila 
vrednost Cq ≥ 38,0.  
 V primeru, da je imela negativna kontrola vrednost Cq < 38,0, je bil rezultat atipičen.  
 Reakcije za označevalce od CA001 do CA034 so bile zaključene kot atipične, če so bili 
ΔCq izven sprejetih intervalov, razen, če so že bile klasificirane kot negativne.  
Po določitvi prisotnosti ali odsotnosti vsakega označevalca, je algoritem v programski 
opremi primerjal rezultate za posamezne označevalce med prejemnikovim in darovalčevim 
vzorcem gDNA. Označevalci od CA001 do CA034 so bili lahko informativni, 
neinformativni, ali pa je bil rezultat nezaključen: 
 Označevalec je bil informativen za par vzorcev, če je bil eden od vzorcev pozitiven, drugi 
pa negativen za testirani označevalec.  
 Označevalec ni bil informativen za par vzorcev, če sta bila oba vzorca pozitivna ali oba 
negativna za testirani označevalec.  
 V primeru, ko je imel eden od vzorcev atipičen rezultat reakcije za testirani označevalec, 
je bil le ta označen kot nezaključen.  
Pri testu za kvantitativno sledenje himerizma smo nato uporabili tiste označevalce, ki so bili 
informativni. Označevalcev, ki so bili nedoločeni ali niso bili informativni, nismo uporabili 
za kvantifikacijo.  
3.3.2 Analiza rezultatov testa za kvantitativno sledenje himerizma 
Po končanih reakcijah qPCR smo s programom QuantStudio Real-Time PCR Software v1.3 
za vsako reakcijo dobili graf pomnoževanja. Po navodilih proizvajalca je vrednost 
fluorescenčnega praga Th 0,2, vrednost bazne linije pa od 3 do 15. Podatke smo prenesli in 
analizirali po algoritmu programa KMRengine Chimerism Analysis Software in priročnika 
KMRtype Genotyping Kit and KMRtrack Monitoring Assays Instructions for Use (57). 
Reakcija v vsaki posamezni vdolbini je bila lahko označena kot sprejeta, atipična ali pa je ni 
bilo mogoče interpretirati.  
a) Reakcija je bila označena kot sprejeta, če 
 je bil koeficient variacije (CV) triplikatov za informativni označevalec < 2 %, 
 je imela negativna kontrola vrednost Cq > 38,  
 je imel referenčni označevalec (CA999) vrednost Cq < 33. 
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b) Reakcija je bila atipična, če  
 je bil CV triplikatov za informativni označevalec > 2 % 
 je imel referenčni označevalec (CA999) ali referenčni vzorec pred PKMC vrednost 
Cq > 33.  
c) Reakcije za informativni označevalec v vzorcu po PKMC ni bilo mogoče interpretirati, 
če je imel ta informativni označevalec v referenčnem vzorcu pred PKMC vrednost Cq > 
33.  
V primeru odstopanja rezultata posamezne reakcije, smo jo lahko ročno zavrnili, tako da ni 
bila upoštevana v nadaljnjem izračunu. 
Za izračun deleža himerizma po PKMC uporablja program KMRengine Chimerism Analysis 
Software metodo relativne kvantifikacije in sicer metodo ΔΔCq. Z njo določimo količino 
informativnega označevalca v vzorcu bolnika po PKMC glede na primerjavo vrednosti Cq 
za informativni in referenčni označevalec za vzorec po PKMC in referenčni vzorec. 
Referenčni vzorec je prejemnikov vzorec pred PKMC. Predpostavljeno je, da je v njem 




𝚫𝚫𝐂𝐪 =  (𝐩𝐨𝐯𝐩𝐫𝐞č𝐧𝐢 𝐂𝐪 𝐢𝐧𝐟𝐨.𝐨𝐳𝐧𝐚č𝐞𝐯𝐚𝐥𝐞𝐜 𝐯 𝐯𝐳𝐨𝐫𝐜𝐮 𝐩𝐨 𝐏𝐊𝐌𝐂 –  𝐩𝐨𝐯𝐩𝐫𝐞č𝐧𝐢 𝐂𝐪 𝐂𝐀𝟗𝟗𝟗 𝐯 𝐯𝐳𝐨𝐫𝐜𝐮 𝐩𝐨 𝐏𝐊𝐌𝐂 )–
(𝐩𝐨𝐯𝐩𝐫𝐞č𝐧𝐢 𝐂𝐪 𝐢𝐧𝐟𝐨.𝐨𝐳𝐧𝐚č𝐞𝐯𝐚𝐥𝐞𝐜 𝐯 𝐫𝐞𝐟.𝐯𝐳𝐨𝐫𝐜𝐮 𝐩𝐫𝐞𝐝 𝐏𝐊𝐌𝐂 – 𝐩𝐨𝐯𝐩𝐫𝐞č𝐧𝐢 𝐂𝐪 𝐂𝐀𝟗𝟗𝟗 𝐯 𝐫𝐞𝐟.𝐯𝐳𝐨𝐫𝐜𝐮 𝐩𝐫𝐞𝐝 𝐏𝐊𝐌𝐂)
 
Enačba 2: Enačba za relativno kvantifikacijo z metodo ΔΔCq pri qPCR za primer 
določitve himerizma 
Rezultat pomnoži z deležem gDNA v referenčnem vzorcu (100 %), da dobimo % gDNA za 
informativni označevalec v vzorcu po PKMC: 
2 – (Cq) × 100 %. 
Končni delež prejemnikove gDNA program izračuna iz povprečja deleža prejemnikove 
gDNA vseh določenih informativnih označevalcev v posameznem vzorcu po PKMC. 
Po analizi podatkov in določitvi himerizma v programski opremi KMRengine Chimerism 
Analysis Software za vsakega prejemnika dobimo graf spremembe deleža testirane 
prejemnikove gDNA v vzorcih po PKMC (Slika 6). Na grafu imamo podatke o času 
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odvzema vzorca, torej številu dni po PKMC (x-os), in deležu gDNA (y-os). Krivulje 
različnih barv prikazujejo spremembo deleža gDNA za posamezni informativni 
označevalec. V legendi imamo zapisano vrsto vzorca, katera barva prikazuje določen 
informativni označevalec in za koga je ta označevalec informativen (prejemnika ali 
darovalca). 
 
Slika 6: Primer grafa spremembe deleža prejemnikove gDNA v dveh vzorcih po PKMC 
Na x-osi je prikazano število dni po PKMC, na y-osi pa delež gDNA. Krivulje prikazujejo 
spremembo deleža gDNA za informativna označevalca CA017 (rumeno) in CA018 (rdeče). 
Vzorec je bila kri, oba označevalca pa sta informativna za prejemnika. 
3.4 Statistične metode 
Podatke smo statistično obdelali z osnovnimi statističnimi metodami (izračun povprečne 
vrednosti) z računalniškim programom Microsoft Excel (Microsoft, ZDA). Za primerjavo 
vrednosti koncentracije izolirane gDNA iz vzorcev darovalcev in prejemnikov pred PKMC 
smo uporabili Studentov t-test za dva neodvisna vzorca v programu IBM SPSS Statistics 
Version 22 (IBM SPSS Statistics, ZDA). 
  
Kri CA017, prejemnik 
Kri CA018, prejemnik 












4.1 Merjenje koncentracije izolirane genomske DNA 
Izmerili smo koncentracijo gDNA, ki smo jo osamili iz vzorcev periferne venske krvi 
darovalcev (23) in vzorcev periferne venske krvi prejemnikov pred (23) in po (56) PKMC 
(Preglednica V). Iz vseh vzorcev smo uspešno izolirali gDNA. 
Preglednica V: Povprečna vrednost koncentracije izolirane gDNA in rezultati t-testa 
Za primerjavo vrednosti koncentracije izolirane gDNA iz vzorcev darovalcev in 
prejemnikov pred PKMC smo postavili naslednjo ničelno (H0) in alternativno (H1) hipotezo: 
– H0: Koncentracija izolirane gDNA v vzorcih prejemnikov pred PKMC je enaka 
koncentraciji v vzorcih darovalcev. 
– H1: Koncentracija izolirane gDNA v vzorcih prejemnikov pred PKMC je nižja od 
koncentracije v vzorcih darovalcev. 
4.2 Presejalni test za določitev informativnih označevalcev 
Vzorce izolirane gDNA vseh darovalcev KMC (23) in prejemnikov pred PKMC (23) smo s 
komercialnim setom AlleleSEQR testirali na prisotnost 34 označevalcev. Informativne 
označevalce je bilo mogoče določiti za vsak par D/R (Preglednica VI). Povprečno število 
informativnih označevalcev za vse testirane pare D/R je bilo 12 (razpon od 4 do 19). 
Povprečno število informativnih označevalcev za prejemnika je bilo 6 (razpon od 1 do 11), 

















SD (ng/μL) 47,98 24,17 37,92 




95 % interval 
zaupanja 
13,95–59,11  
Vrednost p 0,001  
 Zavrnjena ničelna hipoteza.  
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Povprečno število informativnih označevalcev za nesorodne pare je bilo 14 (razpon od 10 
do 19), povprečno število informativnih označevalcev za sorodne pare pa 8 (razpon od 4 do 
13). Pri nesorodnih parih je bilo povprečno število informativnih označevalcev za 
prejemnika 7 (razpon od 4 do 11), za darovalca pa tudi 7 (razpon od 3 do 11). Pri sorodnih 
parih je bilo povprečno število informativnih označevalcev za prejemnika 4 (razpon od 1 do 
7), povprečno število informativnih označevalcev za darovalca pa 5 (razpon od 2 do 9). 
Preglednica VI: Število informativnih označevalcev za prejemnike in darovalce ter 
pare prejemnikov in darovalcev 
Legenda: V tabeli je podano število informativnih označevalcev za prejemnike in darovalce 
ter pare prejemnikov in darovalcev. Oranžno so označeni sorodni pari prejemnikov in 
darovalcev, zeleno pa nesorodni pari prejemnikov in darovalcev. 
Seznam označevalcev, njihovo nahajališče na kromosomu in prisotnost pri testiranih vzorcih 
(46) so prikazani v Preglednici VII.  
 Število informativnih označevalcev 
Bolnik Za par D/R Za prejemnika Za darovalca 
Bolnik 1 14 7 7 
Bolnik 2 7 2 5 
Bolnik 3 9 5 4 
Bolnik 4 17 11 6 
Bolnik 5 12 8 4 
Bolnik 6 10 6 4 
Bolnik 7 13 4 9 
Bolnik 8 19 11 8 
Bolnik 9 15 7 8 
Bolnik 10 12 7 5 
Bolnik 11 10 7 3 
Bolnik 12 15 7 8 
Bolnik 13 16 8 8 
Bolnik 14 12 8 4 
Bolnik 15 13 5 8 
Bolnik 16 13 4 9 
Bolnik 17 7 3 4 
Bolnik 18 15 6 9 
Bolnik 19 14 8 6 
Bolnik 20 5 3 2 
Bolnik 21 9 3 6 
Bolnik 22 4 1 3 
Bolnik 23 19 8 11 
Povprečje za vse testirane 
pare in preiskovance 
12 6 6 
Povprečje za sorodne pare 
in preiskovance 
8 4 5 
Povprečje za nesorodne 
pare in preiskovance 
14 7 7 
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Preglednica VII: Seznam označevalcev, njihovo nahajališče na kromosomu in 
prisotnost pri testiranih vzorcih 











parov D/R, za 




sorodnih parov D/R, 





D/R, za katere je ta 
označevalec 
informativen 
CA001 8 43,5 (20) 26,1 (6) 12,5 (1) 33,3 (5) 
CA002 14 23,9 (11) 30,4 (7) 0 (0) 46,7 (7) 
CA003 18 28,3 (13) 30,4 (7) 12,5 (1) 40,0 (6) 
CA004 18 34,8 (16) 43,5 (10) 12,5 (1) 60,0 (9) 
CA005 13 34,8 (16) 43,5 (10) 25 (2) 53,3 (8) 
CA006 1 54,3 (25) 47,8 (11) 25 (2) 60,0 (9) 
CA007 1 30,4 (14) 39,1 (9) 37,5 (3) 40,0 (6) 
CA008 7 56,5 (26) 13,0 (3) 0 (0) 20,0 (3) 
CA009 17 26,1 (12) 34,8 (8) 12,5 (1) 46,7 (7) 
CA010 5 52,2 (24) 17,4 (4) 0 (0) 26,7 (4) 
CA011 X 67,4 (31) 47,8 (11) 37,5 (3) 53,3 (8) 
CA012 X 21,7 (10) 39,1 (9) 37,5 (3) 40,0 (6) 
CA013 6 45,7 (21) 43,5 (10) 12,5 (1) 60,0 (9) 
CA014 12 56,5 (26) 34,8 (8) 25 (2) 40,0 (6) 
CA015 5 41,3 (19) 30,4 (7) 12,5 (1) 40,0 (6) 
CA016 17 52,2 (24) 60,9 (14) 37,5 (3) 73,3 (11) 
CA017 Y 71,7 (33) 52,2 (12) 75 (6) 40,0 (6) 
CA018 11 54,3 (25) 39,1 (9) 25 (2) 46,7 (7) 
CA019 20 54,3 (25) 30,4 (7) 0 (0) 46,7 (7) 
CA020 1 60,9 (28) 26,1 (6) 25 (2) 26,7 (4) 
CA021 4 71,7 (33) 34,8 (8) 62,5 (5) 20,0 (3) 
CA022 10 71,7 (33) 47,8 (11) 62,5 (5) 40,0 (6) 
CA023 11 45,7 (21) 21,7 (5) 37,5 (3) 13,3 (2) 
CA024 3 71,7 (33) 30,4 (7) 25 (2) 33,3 (5) 
CA025 5 73,9 (34) 17,4 (4) 0 (0) 26,7 (4) 
CA026 16 56,5 (26) 52,2 (12) 25 (2) 66,7 (10) 
CA027 6 73,9 (34) 21,7 (5) 0 (0) 33,3 (5) 
CA028 20 60,9 (28) 34,8 (8) 25 (2) 40,0 (6) 
CA029 2 65,2 (30) 60,9 (14) 50 (4) 66,7 (10) 
CA030 9 80,4 (37) 30,4 (7) 12,5 (1) 40,0 (6) 
CA031 11 60,9 (28) 39,1 (9) 25 (2) 46,7 (7) 
CA032 6 78,3 (36) 26,1 (6) 12,5 (1) 33,3 (5) 
CA033 12 76,1 (35) 30,4 (7) 25 (2) 33,3 (5) 
CA034 1 76,1 (35) 39,1 (9) 25 (2) 46,7 (7) 
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Preiskovanci so bili na posamezne označevalce pozitivni od 21,7 % do 80,4 %. Za vse pare 
so bili najbolj informativni označevalci CA029 (60,9 %), CA016 (60,9 %), CA026 (52,2 %), 
CA017 (52,2 %), CA022 (47,8 %), CA011 (47,8 %) in CA006 (47,8 %). Za sorodne pare so 
bili najbolj informativni označevalci CA017 (75 %), CA021 (62,5 %), CA022 (62,5 %) in 
CA029 (50 %), za nesorodne pare pa CA016 (73,3 %), CA026 (66,7 %), CA029 (66,7 %), 
CA004 (60,0 %), CA006 (60,0 %) in CA013 (60,0 %). 
Pri Bolniku št. 11 smo na prisotnost označevalcev testirali vzorec prejemnika pred PKMC, 
vzorec darovalca KMC in vzorec darovalca trombocitov ter dobili naslednje kombinacije: 
a) Informativni označevalci za prejemnika (označevalci so prisotni pri prejemniku, a 
odsotni pri darovalcu KMC in darovalcu trombocitov): označevalci CA004, CA005 in 
CA018 
b) Informativni označevalec za darovalca KMC (označevalec je prisoten pri darovalcu 
KMC, a odsoten pri prejemniku in darovalcu trombocitov): označevalec CA007 
c) Informativna označevalca za darovalca trombocitov (označevalca sta prisotna pri 
darovalcu trombocitov, a odsotna pri prejemniku in darovalcu KMC): označevalca 
CA003 in CA008. 
4.3 Občutljivost reakcij PCR v realnem času za kvantitativno sledenje 
himerizma 
Za določitev občutljivosti reakcij qPCR za kvantitativno sledenje himerizma smo s 
komercialnim setom AlleleSEQR testirali komercialno dostopna vzorca humane gDNA 
moškega in ženske (Promega, ZDA) in sicer smo za par najprej določili informativne 
označevalce. Za ta par vzorcev sta bila informativna le dva označevalca. Za vzorec ženske 
je bil informativen označevalec CA012, za vzorec moškega pa označevalec CA017. Kot 
prejemnika smo uporabili vzorec moškega, zato smo v nadaljevanju določali delež moškega 
informativnega označevalca CA017. 
Občutljivost reakcij smo določili s pripravo standardne krivulje. Vzorca humane gDNA 
moškega in ženske, z začetnima koncentracijama 242 µg/mL (moški) in 226 µg/mL 
(ženska), smo najprej redčili na koncentracijo 100 µg/mL. Nato smo vzorec gDNA moškega 
redčili v vzorcu gDNA ženske v redčitveni vrsti 1:2. Tako smo dobili obseg deležev 
prejemnikove (moške) gDNA od 100 % do 0 %. Pripravljene mešanice gDNA, ki so 
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vsebovale različne deleže prejemnikove gDNA, in količine prejemnikove gDNA v reakcijah 
so prikazane v Preglednici VIII. Količina gDNA v vseh reakcijah je bila 150 ng.  
Preglednica VIII: Pripravljen in izmerjen delež prejemnikove gDNA v reakcijah qPCR 
za pripravo standardne krivulje 
Pri reakcijah smo zanesljiv signal izmerili pri redčivi 1:4096 (S12), torej je moralo biti v 
celotnem vzorcu (150ng gDNA) za zaznavo manjšinske gDNA potrebno vsaj 36,62 pg 
prejemnikove gDNA oziroma 0,02 % prejemnikove gDNA. Količina 36,62 pg DNA ustreza 
količini gDNA iz približno šestih celic, ob predpostavki, da se v eni človekovi celici nahaja 
okrog 6,6 pg DNA (57). 
Slika 7 prikazuje graf pomnoževanja za določitev občutljivosti qPCR s pripravljenimi 




prejemnikove gDNA v 
redčitveni vrsti (%) 
Količina 
prejemnikove gDNA 
v reakciji qPCR (pg) 
Izmerjeni delež 
prejemnikove gDNA v 
reakciji qPCR (%) 
S1 50 75000 56,04 
S2 25 37500 31,17 
S3 12,5 18750 15,22 
S4 6,25 9375 8,36 
S5 3,13 4687,5 4,13 
S6 1,56 2343,75 2,19 
S7 0,78 1171,88 0,94 
S8 0,39 585,94 0,51 
S9 0,19 292,97 0,20 
S10 0,1 146,48 0,14 
S11 0,05 73,24 0,04 
S12 0,02 36,62 0,02 
S13 0,01 18,31 0,00 




Slika 7: Graf pomnoževanja za določitev občutljivosti qPCR s pripravljenimi 
redčitvami prejemnikove gDNA (gDNA moškega) v darovalčevi gDNA (gDNA ženske) 
Na x-osi je prikazano število ciklov, na y-osi pa vrednost normalizirane fluorescence (ΔRn). 
Vzorec S12 je prikazan z modro barvo. 
Na Sliki 8 je prikazana standardna krivulja pripravljenih redčitev prejemnikove gDNA 
(gDNA moškega) v darovalčevi gDNA (gDNA ženske) za določitev občutljivosti qPCR. Za 
standardno krivuljo lahko določimo koeficient determinacije (R2), ki opisuje ujemanje 
podatkov s standardno krivuljo. Vrednost R2 odraža linearnost standardne krivulje. Idealno 
je vrednost R2 = 1, sicer pa naj bi bila ta vrednost vsaj 0,99. Določili smo linearno razmerje 
med pripravljenimi redčitvami in dobljenimi vrednostmi Cq, pri čemer je bila vrednost R2 






Slika 8: Standardna krivulja za določitev občutljivosti qPCR s pripravljenimi 
redčitvami prejemnikove gDNA (gDNA moškega) v darovalčevi gDNA (gDNA ženske) 
4.4 Test za kvantitativno sledenje himerizma 
V vzorcih bolnikov po PKMC smo s setom AlleleSEQR za kvantitativno sledenje himerizma 
določali delež prejemnikove gDNA. Priporočila proizvajalca so, da za kvantitativno 
določitev himerizma uporabimo dva informativna označevalca in končni rezultat podamo 
kot njuno povprečje. Pri 18 od 23 (78,3 %) bolnikov smo uporabili dva informativna 
označevalca, pri treh bolnikih (13 %) (Bolniki št. 5, 12 in 18) tri informativne označevalce, 
pri dveh bolnikih (8,7 %) (Bolnika št. 1 in 22) pa le enega.  
V Preglednici IX so predstavljeni podatki o stanju 22 bolnikov, za katere smo prejeli vsaj 
dva vzorca po PKMC, časovni intervali odvzema vzorcev in rezultati določitve deleža 
prejemnikove gDNA v teh vzorcih. 
Rezultate in oblike himerizma smo interpretirali glede na občutljivost metode. Himerizem 
smo glede na delež prejemnikove (bolnikove) gDNA ločili na a) popolni himerizem 
(<0,05 % bolnikove gDNA), b) mešani himerizem (od 0,05 % do 99,95 % bolnikove gDNA) 


















relativno spremembo deleža prejemnikove gDNA. Tako smo spremljali tudi dinamiko 
himerizma, torej ali je delež prejemnikove gDNA naraščal ali padal v času po PKMC. 
Od 22 bolnikov jih je 14 (63,6 %) (Bolniki št. 2, 3, 4, 5, 6, 7, 9, 12, 16, 17, 18, 19, 21 in 23) 
vsaj enkrat doseglo popolni himerizem po PKMC. Povprečni delež prejemnikove gDNA pri 
popolnem himerizmu je bil 0,01 % (od 0,00 % do 0,04 %). Šest bolnikov (Bolniki št. 4, 6, 
9, 12, 16 in 19) je imelo v vseh analiziranih vzorcih <0,05 % prejemnikove gDNA in so 
imeli stabilni popolni himerizem.  
Pri 16 bolnikih (72,8 %) (Bolniki št. 1, 2, 3, 5, 7, 8, 10, 13, 14, 15, 17, 18, 20, 21, 22 in 23) 
od 22 smo v vsaj enem vzorcu določili prisotnost mešanega himerizma. Povprečni delež 
prejemnikove gDNA pri mešanem himerizmu je bil 10,26 % (od 0,05 % do 51,95 %). Pri 
štirih od omenjenih 16 (25 %) (Bolniki št. 10, 13, 14 in 20) smo zaznali naraščanje mešanega 
himerizma, pri Bolniku št. 15 (6,25 %) pa padanje mešanega himerizma. Pri petih bolnikih 
(31,25 %) (Bolniki št. 2, 3, 5, 7 in 17) je mešani himerizem prešel v popolni himerizem, pri 
treh bolnikih (18,75 %) (Bolniki št. 18, 21 in 23) pa je popolni himerizem prešel v mešani 
himerizem.  
Bolnik št. 8 (6,25 %) je imel mešani himerizem, ki je bil ves čas naraščajoči, le pri enem 
vzorcu je bil padajoči. Bolnik št. 22 (6,25 %) je imel najprej stabilni mešani himerizem in 
nato naraščajoči mešani himerizem. Bolnik št. 1 (6,25 %) je edini pri katerem smo po 
predhodno določenem mešanem himerizmu zaznali popolno izgubo himerizma. 
Rezultate določitve deleža prejemnikove gDNA smo primerjali s klinično sliko bolnikov in 
rezultati drugih laboratorijskih testov (Preglednica IX). 
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Preglednica IX: Podatki o časovnih intervalih odvzema vzorcev, klinični sliki bolnikov 


























  1 m po PKMC bolnik klinično v redu    
2 m 
 Relaps 
 Zaradi nizkega števila levkocitov ni bilo 











 5 m po prvi PKMC še druga PKMC 
 10 dni po drugi PKMC smrt 





 1 m po PKMC v remisiji 
 Uvedba terapije z Medrolom 
   
3 m 
 Citološka remisija 
 Citopenija 




  1 leto po PKMC še vedno v remisiji    
1 leto in 4 
m 















 1 m po PKMC znižanje levkocitov, pojav blage 
GVHD 
 Znižanje imunosupresije zaradi GVHD 
   
14 m 
 Remisija 
















 V vmesnem obdobju ves čas v molekularni 
remisiji 
   











 Nemieloablativno kondicioniranje 
 9 m po PKMC določitev deleža himerizma 
prejemnik : darovalec = 0 % : 100 % (STR-
PCR) 
 1 leto po PKMC limfocitoza, ni v relapsu 
 20 m po PKMC določitev deleža himerizma 
prejemnik : darovalec = 40 % : 60 % 
 Relaps 
 22 in 23 m po PKMC prej prejel DLI 
   

















 Punkcija: remisija 




  V vmesnem obdobju ves čas v remisiji    
10 m 
 Znaki jetrne GVHD 


















 1 m in 1 teden po PKMC določitev himerizma 
prejemnik : darovalec = 0 % : 100 % (STR-
PCR) 
 5 m po PKMC pojav GVHD, znižanje 
imunosupresije, uvedba terapije z Medrolom 
   







 10 m po PKMC določitev himerizma prejemnik 
: darovalec = 0 % : 100 % (STR-PCR), remisija, 
blaga oblika GVHD 
 4 leta po PKMC še vedno v remisiji 

































 5 dni kasneje punkcija: 79 % blastov 
 8 dni kasneje smrt (vzrok relaps) 





  1 m po PKMC v remisiji    
2 m 
 Hospitalizacija 
 Huda anemija 





 Punkcija: citološka remisija 







 Imunološka remisija (ni PNH klona) 










 Nemieloablativno kondicioniranje 
 Po PKMC v remisiji 
   











 4 leta po PKMC relaps 
 Prejel kemoterapijo in DLI 





 ECP, pred tem GVHD kože in jeter 
 Pancitopenija 
 Blastov ni prisotnih 





 Punkcija: citološka remisija 











 Plazmocitomski infiltrati v hrbtenici 
 1 dan kasneje suha punkcija 
 13 dni kasneje punkcija: citološka, FISH in 
kariotipska remisija 




13 m in 3 
tedne 






15 m in 1 
teden 
 2 tedna prej punkcija: citološka remisija, FISH 
77 % klon plazmatk t(4;14) 
 Hospitalizacija 








20 m  Infekcije 1,18 ↑ 11700 ✓ 
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  Po PKMC v remisiji    






 Določitev deleža himerizma prejemnik : 
























  Ves čas po PKMC v remisiji    

































 Punkcija: citološka remisija 




  5 m po PKMC MRD pozitivna    
6 m 
 DKS 0 % blastov 







 Punkcija: citološka remisija, molekularno ni 

















 6 m po PKMC blastov ni prisotnih 
 Določitev deleža prejemnik : darovalec = 0 % : 
100 % (STR-PCR) 
   
12 m 


































 1 m kasneje umre zaradi okužbe 
 Ni bilo relapsa 



















 DKS 0 % blastov 





 DKS 0 % blastov 






  3 leta po PKMC še vedno v remisiji    
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Legenda: m – mesec, DKS – diferencialna krvna slika, DLI – infuzija darovalčevih 
limfocitov, ECP – zunajtelesna fototerapija, ↑ – povečanje, ↓ – zmanjšanje, ✓ – ujemanje 
rezultata določitve deleža prejemnikove gDNA s klinično sliko in rezultati drugih 
laboratorijskih testov, ✗– neujemanje rezultata določitve deleža prejemnikove gDNA s 
klinično sliko in rezultati drugih laboratorijskih testov, / – ni bilo mogoče določiti oziroma 
izračunati 
Rezultati Bolnika 11 so predstavljeni ločeno, saj je po PKMC prejel transfuzijo nefiltriranih 
trombocitov, po kateri je bil postavljen sum na bolezen GVHD. Himerizem smo določili le 
v enem vzorcu, odvzetem po transfuziji nefiltriranih alogenskih trombocitov. Bolnikova 
klinična diagnoza, zaradi katere je prejel PKMC, je bila diseminirani plazmocitom. V 
Preglednici X so predstavljeni podatki za določitev himerizma v bolnikovem vzorcu, 
odvzetem dva meseca po PKMC. Bolniku smo določili stanje popolnega himerizma, saj je 
imel delež prejemnikove gDNA 0,01 %, delež darovalčeve gDNA pa 103,2 %. Želeli smo 
preveriti ali je bila razlog za bolezen GVHD transfuzija nefiltriranih trombocitov, saj bi 
morali v tem primeru zaznati tudi celice darovalca trombocitov. Določali smo prisotnost 






 DKS 0 % blastov 









 Huda okvara pljuč 






  12 m po PKMC negativen BCR-ABL    







 1 m kasneje nedoločljiv BCR-ABL 
 2 m kasneje smrt, GVHD, akutno poslabšanje 
kronične respiratorne insuficience 





 DKS 0 % blastov 






 6 m po PKMC punkcija: citološki in 
citogenetski relaps 
   







 11 m po PKMC punkcija: citološki in 
citogenetski relaps 
 18 m po PKMC remisija 
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Preglednica X: Rezultati kvantitativne določitve himerizma pri Bolniku št. 11  
Opomba: vzorec odvzet 2 meseca po PKMC. 
4.5 Zunanja kontrola kakovosti 
Pri testiranju vzorcev zunanje kontrole kakovosti INSTAND e.V. (Nemčija) za določitev 
informativnih označevalcev smo najprej testirali vzorca darovalca in prejemnika pred 
PKMC. V nadaljevanju smo v petih vzorcih prejemnika po PKMC (vzorci od 31 do 35) s 
testiranjem treh informativnih označevalcev za prejemnika (CA004, CA016 in CA031) 
določili delež prejemnikove gDNA. Rezultati, ciljne vrednosti in SD so prikazani v 
Preglednici XI. Za vse vzorce smo dobili rezultat, ki je padel v območje prvega razpona 
SD, zunanjo kontrolo pa smo uspešno opravili. 
Preglednica XI: Rezultati določitve deleža prejemnikove gDNA v vzorcih po PKMC za 







SD Razpon 1SD Razpon 2SD 
31 4,52 5,24 1,01 4,23 – 6,25 3,22 – 7,26 
32 3,92 4,46 1,11 3,35 – 5,57 2,23 – 6,68 
33 3,10 3,39 0,53 2,86 – 3,92 2,34 – 4,44 
34 9,99 9,79 1,33 8,46 – 11,12 7,13 – 12,45 
35 39,12 37,00 3,23 33,77 – 40,23 30,54 – 43,46 
 
Na Sliki 9 je prikazan graf spremembe deleža prejemnikove gDNA v vzorcih po PKMC za 
zunanjo kontrolo kakovosti. 
Informativni označevalec 




Za darovalca trombocitov 
(referenčni vzorec: 
darovalec trombocitov) 
Za darovalca KMC 
(referenčni vzorec: 
darovalec KMC) 
CA003  negativno  
CA004 0,01 %   
CA007   103,2 % 
CA008  negativno  
CA016    
CA018 0,02 %   
CA025    




Slika 9: Graf spremembe deleža prejemnikove gDNA v vzorcih po PKMC za zunanjo 
kontrolo kakovosti 
Na x-osi je prikazano število dni po PKMC, na y-osi pa delež gDNA. Krivulje prikazujejo 
spremembo deleža gDNA za informativne označevalce CA004 (rumeno), CA016 (rdeče) in 
CA031 (oranžno).  
Kri CA004, prejemnik  
Kri CA016, prejemnik 
Kri CA031, prejemnik 












Presaditev alogenskih KMC je čedalje bolj uspešna terapija določenih bolezni. V Sloveniji 
letno opravimo okrog 40 takih postopkov in vedno več pozornosti namenjamo tudi 
spremljanju bolnikov v obdobju po PKMC, zato so v ta namen razvili veliko metod za 
nadzorovanje stanja bolnika. Z določenimi laboratorijskimi metodami naj bi bolj zgodaj 
odkrili morebitne zaplete in jih tudi ustrezno preprečili ali zdravili. Če ukrepe izvedemo 
dovolj zgodaj, imajo le ti veliko večjo učinkovitost (52). Ena izmed možnosti spremljanja 
uspeha zdravljenja po PKMC je spremljanje kinetike himerizma, to je sprememb v razmerju 
med prejemnikovimi in darovalčevimi celicami v krvotvornem sistemu. Danes so na voljo 
vedno bolj občutljive metode, s katerimi lahko določamo delež DNA posameznika v vzorcu. 
Za klinično uporabo mora biti metoda za spremljanje himerizma po PKMC informativna, 
občutljiva in kvantitativno točna (37). V naši nalogi smo ocenili primernost kompleta setov 
AlleleSEQR, s katerim lahko kvantitativno določimo stanje himerizma pri prejemniku po 
PKMC s tehniko qPCR.  
5.1 Presejalni test za določitev informativnih označevalcev 
Informativnost vsakega označevalca pomeni, da se njegovi polimorfni varianti pri darovalcu 
in prejemniku razlikujeta. Da z gotovostjo najdemo razlike, po navadi uporabimo večje 
število oz. večji nabor označevalcev, kar poveča verjetnost, da najdemo vsaj en informativni 
označevalec med genomoma dveh različnih oseb.  
S testnim sistemom AlleleSEQR smo določali 34 specifičnih označevalcev (polimorfizme 
indel), ki jih posamezni par ima ali pa nima. Ker se porazdelitev polimorfnih označevalcev 
pri različnih populacijah razlikuje, smo najprej določili informativnost nabora 34 
označevalcev za prejemnike PKMC v Sloveniji. V nalogi smo z našim naborom testirali 23 
parov D/R in dosegli 100 % informativnost tako za sorodne, kot za nesorodne pare D/R, saj 
smo za vse pare dobili vsaj en informativni označevalec, v katerem sta se darovalec in 
prejemnik (bolnik) razlikovala. V povprečju smo na par dobili kar 12 informativnih 
označevalcev (razpon od 4 do 19). Tako smo potrdili postavljeno hipotezo, da je 
informativnost nabora označevalcev, ki jih vsebuje izbrani komercialni testni set, vsaj 99 % 
za vse pare D/R. 
Najbolj informativna za našo populacijo sta bila označevalca CA029 (v 60,9 % parov D/R) 
in CA016 (v 60,9 % parov), nato so sledili označevalci CA026, CA017, CA022, CA011 in 
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CA006 (v 52,2 %, 52,2 %, 47,8 %, 47,8 % in 47,8 % parov D/R). Informativnost enakega 
nabora označevalcev so že pred nami določili v dveh drugih študijah (38, 40). V prvi so 
testirali korejsko populacijo, v kateri so se trije izmed najpogostejših informativnih 
označevalcev ujemali z našimi (CA029, CA006 in CA017). V drugi so testirali ameriško 
populacijo, v kateri so bili najpogostejši informativni označevalci drugačni kot v naši 
populaciji (najpogostejši so bili CA002, CA005, CA009 in CA025). Na žalost nimamo 
podatka, katere insercije oziroma delecije predstavljajo ti označevalci. Proizvajalec navaja 
le kromosome na katerih ležijo, ni pa podatka katera zaporedja DNA to so. 
Da je informativnost nabora polimorfnih lokusov večja za nesorodne pare kot za sorodne 
pare, smo potrdili tudi v naši v nalogi, saj je bilo povprečno število informativnih 
označevalcev za nesorodne pare 14 (razpon od 10 do 19), povprečno število informativnih 
označevalcev za sorodne pare pa 8 (razpon od 4 do 13). 
5.2 Občutljivost testa za kvantitativno sledenje himerizma 
Za določitev občutljivosti testnega seta AlleleSEQR smo pripravili 14 serijskih redčitev 
komercialno dostopne humane gDNA moškega, ki smo jo primešali večinski raztopini 
gDNA ženske. S pripravo standardne krivulje smo določili občutljivost reakcij qPCR za 
kvantitativno sledenje himerizma. Pri reakcijah smo zanesljiv signal izmerili še po 12. 
zaporednem redčenju, to je pri redčitvi 1:4096 (vzorec S12, glej Sliko 7 oz. Preglednico 
VIII). Za zaznavo gDNA v manjšini je bilo v vzorcu s skupno količino 150 ng gDNA torej 
potrebno vsaj 36,62 pg prejemnikove gDNA, oziroma vsaj šest prejemnikovih celic. Pri tem 
upoštevamo podatek, da je v eni celici z normalnim setom kromosomov približno 6,6 pg 
gDNA (58). Z našo metodo torej zaznamo že 0,02 % gDNA, ki je v manjšini. Proizvajalec 
testa sicer jamči slabšo občutljivost svojega testa (0,05 % gDNA, ki je v manjšini), kar pa je 
razumljivo saj morajo proizvajalci dopuščati določeno stopnjo eksperimentalne napake. S 
tem smo potrdili postavljeno hipotezo, da bodo imele reakcije qPCR občutljivost za zaznavo 
vsaj 0,05 % gDNA, ki je v manjšini, glede na navedbe proizvajalca. 
Določili smo tudi linearno razmerje med pripravljenimi redčitvami in dobljenimi vrednostmi 
Cq, pri čemer je bila vrednost R2 standardne krivulje 0,9962. Idealno je vrednost R2 = 1. Kot 
je bilo pričakovano, so se vrednosti Cq z vsako redčitvijo 1:2 povečale za približno en cikel. 
Rezultati določitve deležev prejemnikove gDNA se malce razlikujejo od pripravljenih 
redčenj prejemnikove gDNA (glej Preglednico VIII). Možno je, da je bila izhodna 
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koncentracija pripravljene humane gDNA moškega (prejemnik) višja, in tako že v prvi 
pripravljeni redčitvi ni bil delež prejemnikove gDNA 50 %, seveda pa ima vpliv tudi 
človeška napaka pri redčenju. 
5.3 Test za kvantitativno sledenje himerizma 
Za oceno klinične uporabnosti testa smo v vzorcih prejemnikov po PKMC določili delež 
prejemnikove gDNA in tako dobili informacijo o vrsti himerizma pri posameznem bolniku. 
Pri 22 bolnikih smo analizirali najmanj dva vzorca po PKMC, da smo lahko določili kinetiko 
himerizma, torej morebitno spremembo deleža prejemnikove gDNA. Himerizem smo 
primerjali s klinično sliko, ki jo je imel posamezni bolnik ob odvzemu vzorca in po zadnjem 
odvzetem vzorcu. 
Pri vseh šestih bolnikih (Bolniki št. 4, 6, 9, 12, 16 in 19), pri katerih smo določili stabilni 
popolni himerizem, je to sovpadalo s klinično sliko, ki je kazala na remisijo bolezni. 
Pri enem bolniku (Bolnik št. 15) smo himerizem določili v vzorcih odvzetih 5 in 9 mesecev 
po PKMC in določili padajoči mešani himerizem, saj se je delež lastne gDNA znižal, kar se 
je skladalo z njegovo klinično sliko. Bolnik je namreč prejel alogensko PKMC zaradi 
nemaligne bolezni paroksizmalne nočne hemoglobinurije (PNH). Pri bolnikih z nemalignimi 
boleznimi je lažje doseči zdravilni učinek, za izboljšanje bolezni ni potrebna popolna 
nadomestitev prejemnikovega krvotvornega procesa z darovalčevim, ampak je delež 
darovalčevih celic potreben za izboljšanje bolezni, odvisen od posameznega bolnika in 
značilnosti nemaligne bolezni (30, 31, 59). 
Pri petih bolnikih (Bolniki št. 2, 3, 5, 7 in 17) je mešani himerizem prešel v popolni 
himerizem. Pri Bolnikih št. 2, 3 in 7 je znižanje deleža prejemnikove gDNA potrdilo klinično 
sliko, ki je kazala na remisijo. Pri teh treh bolnikih mešani himerizem v prvem analiziranem 
vzorcu sicer ni bil zaželen, vendar pa sama enkratna določitev mešanega himerizma še ni 
dovolj za interpretacijo, saj je pomembna dinamika himerizma (37, 54). Kadar v vzorcu 
prvič določimo mešani himerizem, bi bilo torej potrebno v kratkem časovnem obdobju 
ponovno odvzeti vzorec in določiti dinamiko morebitne spremembe himerizma, torej ali 
delež prejemnikove gDNA narašča, pada oziroma ostaja enak (30, 51, 60). Pri Bolniku št. 5 
je bila določitev mešanega himerizma pričakovana glede na klinično sliko, ki je kazala na 
relaps bolezni. V drugem vzorcu, odvzetem 26 mesecev po presaditvi, smo ugotovili popolni 
himerizem, kar je potrdilo remisijo in nakazovalo uspešno zdravljenje. Pri Bolniku št. 17 je 
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v prvem vzorcu (2 meseca po PKMC) določitev mešanega himerizma potrdila klinično sliko, 
ki ni kazala na remisijo. Sledeči prehod iz mešanega v popolni himerizem (6 mesecev po 
PKMC) pa se ni ujemal s klinično sliko, ki še vedno ni kazala na remisijo in je na koncu 
vodila v ekstranodularni relaps (14 mesecev po PKMC). 
Pri treh bolnikih (Bolniki št. 18, 21 in 23) je zgodnji popolni himerizem po PKMC kasneje 
prešel v mešani himerizem, bolniki pa so imeli ob tem različne klinične slike. Pri Bolniku 
št. 18 je v prvem vzorcu (1,5 meseca po PKMC) popolni himerizem potrdil klinično sliko, 
ki je kazala na remisijo. Prehod iz popolnega v mešani himerizem (12 mesecev po PKMC) 
je nato odražal ponovitev bolezni. Delež prejemnikove gDNA je še naprej naraščal, kar je 
kazalo tudi neuspešno zdravljenje in sledila je posledična smrt zaradi relapsa. Pri Bolniku št. 
21 je v prvem vzorcu (1 mesec po PKMC) popolni himerizem potrdil klinično sliko, ki je 
kazala na remisijo. Sledeči prehod iz popolnega v mešani himerizem (3 mesece po PKMC) 
sicer ni bil zaželen glede na klinično sliko, ki je še naprej kazala na remisijo, vendar pa bi 
bilo, kot že prej omenjeno, ob prvi določitvi mešanega himerizma potrebno pogostejše 
spremljanje. Tako pri tem bolniku zaradi določitve deleža prejemnikove gDNA v le dveh 
vzorcih ni bilo mogoče popolnoma ovrednotiti pomena prehoda iz popolnega v mešani 
himerizem. Pri Bolniku št. 23 je v prvem vzorcu (1 mesec po PKMC) popolni himerizem 
potrdil klinično sliko, ki je kazala na remisijo, prehod v mešani himerizem (10 mesecev po 
PKMC) pa je odražal ponovitev bolezni. 
Pri štirih bolnikih (Bolniki št. 10, 13, 14 in 20) smo določili naraščajoči mešani himerizem. 
Pri Bolnikih št. 10 in 20 je bil pojav mešanega himerizma po PKMC pričakovan glede na 
nemieloablativno kondicioniranje, pri Bolniku 14 pa mešani himerizem ni bil zaželen. Pri 
vseh treh Bolnikih št. 10, 14 in 20 je klinična slika sicer kazala na remisijo, ugotavljali pa 
smo mešani himerizem, zato menimo, da bi morali za interpretacijo naraščajočega mešanega 
himerizma te bolnike spremljati bolj pogosto. Določili smo namreč le enkraten porast 
prejemnikove gDNA, saj smo pri vsakem bolniku imeli le po dva vzorca. V nekaterih tujih 
študijah predlagajo, da je šele večkratna zaporedna detekcija mešanega himerizma (54) 
oziroma detekcija dveh zaporednih porastov prejemnikove gDNA dober napovedni dejavnik 
za ponovitev bolezni (60). Zato je večkratno zaporedno določanje himerizma nujno za 
natančno spremljanje morebitnega napredovanja himerizma (51). Pri Bolniku št. 13 z 
diseminiranim plazmocitomom je naraščajoči mešani himerizem, ki smo ga določili v več 
zaporednih vzorcih, v vseh vzorcih razen v enem, odražal ponovitev osnovne bolezni. 
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Pri Bolniku št. 22 je prvih 11 mesecev po PKMC stabilni mešani himerizem odražal klinično 
sliko, ki je kazala na remisijo, vendar pa je med prvim in drugim vzorcem (2 meseca in 11 
mesecev po PKMC) minilo preveč časa, da bi se zagotovo lahko zanesli na stabilnost 
mešanega himerizma. Porasta v tretjem vzorcu nismo mogli ovrednotiti, saj bi bilo potrebno 
analizirati vsaj še en vzorec, da bi videli ali trend naraščanja deleža prejemnikove gDNA 
ostaja, vendar je bolnik kmalu umrl zaradi bolezni GVHD. 
Pri Bolniku št. 8 smo analizirali vzorce 28, 30, 31, 37 in 38 mesecev po PKMC in rezultat je 
kazal mešani himerizem. Tudi klinična slika je ves čas kazala na relaps, torej ponovitev 
bolezni. Delež prejemnikove gDNA se je vmes tudi znižal, verjetno zaradi uvedbe 
kemoterapije v 31 mesecu. V zadnjem vzorcu pa je mešani himerizem narastel, kar je 
odražalo ponovitev bolezni in neuspešno zdravljenje. 
Bolnik št. 1 je bil edini pri katerem smo (3 mesece po PKMC) določili izgubo himerizma, 
kar je klinična slika ponovitve bolezni tudi potrdila. Sledila je ponovna PKMC, ki je bila na 
žalost neuspešna. 
Pri Bolniku št. 11 smo analizirali le en vzorec 2 meseca po PKMC in po transfuziji 
nefiltriranih trombocitov. Določili smo deleže gDNA prejemnika, darovalca KMC in 
darovalca trombocitov, ter preverili njihovo ujemanje s klinično sliko. Rezultati so pokazali 
odsotnost gDNA prejemnika in gDNA darovalca trombocitov ter prisotnost gDNA 
darovalca KMC (popolni himerizem). Rezultati določitev posameznih deležev gDNA so bili 
medsebojno skladni, saj so vsi potrjevali stanje zaželenega popolnega himerizma. Sum na 
bolezen GVHD, ki se je pojavil pri bolniku, tako ni bil povezan s transfuzijo nefiltriranih 
trombocitov. 
Od vseh 23 bolnikov vključenih v študijo se je pri 19 bolnikih (Bolniki št. 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 
9, 10, 11, 12, 15, 16, 18, 19, 20, 21, 22 in 23) klinična slika ujemala z rezultati določitve 
himerizma. Pri štirih bolnikih (Bolniki št. 7, 13, 14 in 17) pa se klinična slika ni vedno 
ujemala z rezultatom določitve himerizma. Pri petih bolnikih (Bolniki št. 10, 14, 20, 21 in 
22) smo na podlagi klinične slike in rezultatov določitve himerizma zaključili, da bi bilo za 
popolno interpretacijo potrebnih več zaporednih vzorcev po PKMC. 
Slabost naše študije je, da so vzorci bolnikov prihajali v različnih časovnih obdobjih po 
PKMC, kar je otežilo uresničitev namena naše naloge. V nalogi smo namreč določili 
himerizem od 26 dni do 4 let po PKMC in nismo imeli enakih časovnih intervalov odvzetih 
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vzorcev pri vseh bolnikih. Tuji avtorji priporočajo, da naj bi vzorce jemali 1, 3, 6 in 12 
mesecev po PKMC oziroma po potrebi tudi pogosteje (27). Še posebno je to pomembno, 
kadar opazimo povečanje deleža prejemnikove gDNA, saj je takrat potrebno pogosteje 
določati stanje himerizma. V naši študiji pri bolnikih pogosto nismo imeli vzorcev odvzetih 
v prvih mesecih po PKMC, ali pa je bila med vzorci prevelika časovna razlika. Za morebitno 
nadaljnjo študijo bi bilo potrebno točno določiti časovne točke odvzema vzorcev po PKMC. 
Potrebno bi bilo tudi postaviti mejno vrednost relativnega povečanja deleža prejemnikove 
gDNA, ki bi bila povod za ukrepanje z namenom izboljšanja prognoze. Za postavitev te 
vrednosti bi bilo potrebno izvesti obširnejšo študijo z večjim številom vključenih bolnikov, 
že prej omenjenimi točno določenimi časovnimi točkami odvzema vzorcev, natančno 
klinično sliko bolnikov in rezultati drugih laboratorijskih testov. 
Pri bolnikih s popolnim himerizmom se pojavlja večje tveganje za pojav akutne bolezni 
GVHD v primerjavi z bolniki z mešanim himerizmom (32). V naši nalogi smo pri 14 
bolnikih od 22 (63,6 %) vsaj enkrat določili popolni himerizem. Od tega je pri 8 bolnikih 
(57,1 %; Bolniki št. 3, 4, 5, 6, 7, 9, 12 in 16) v času določitve popolnega himerizma, prišlo 
do bolezni GVHD. Pri 16 bolnikih (72,8 %) smo vsaj enkrat po PKMC določili mešani 
himerizem, od tega pa sta imela le dva bolnika (12,5 %; Bolnika št. 13 in 22) takrat prisotno 
tudi bolezen GVHD. Tako je bila bolezen GVHD prisotna pri večjem deležu bolnikov s 
popolnim himerizmom (57,1 %) kot pri bolnikih z mešanim himerizmom (12,5 %). Naši 
rezultati ustrezajo dejstvu, da naj bi bil mešani himerizem povezan z manjšim tveganjem za 
bolezen GVHD (52). 
Med izvajanjem preiskav smo opazili nekaj pojavov, ki jih je potrebno omeniti. Tičejo se 
namreč načina, kako zagotoviti kar največjo zanesljivost in uporabnost določanja himerizma 
pri bolnikih po PKMC. Potrdili smo namreč hipotezo, da je bila povprečna koncentracija 
izolirane gDNA v vzorcih prejemnikov pred PKMC nižja od povprečne koncentracije v 
vzorcih darovalcev. Razlika med koncentracijo izolirane gDNA v vzorcih darovalcev in 
prejemnikov pred PKMC je bila statistično značilna (p = 0,001). Pri prvih je bila povprečna 
koncentracija 35,30 ng/µL (razpon od 6,22 ng/µL do 109,00 ng/µL), pri drugih pa 71,83 
ng/µL (razpon od 25,80 ng/µL do 211,32 ng/µL). Pri uporabi metode ΔΔCq je za vsak test 
potreben tudi vzorec gDNA prejemnika pred PKMC, torej referenčni vzorec gDNA. Pri 
bolnikih, pri katerih bi določali delež prejemnikove gDNA skozi daljše časovno obdobje, bi 
omejeni volumen z nizko koncentracijo gDNA prejemnika pred PKMC lahko predstavljal 
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težavo. Tako je za natančnost preiskave zelo pomembna kakovost prejemnikovega vzorca 
gDNA pred PKMC. Pri veliko bolnikih je število krvnih celic nizko že zaradi same bolezni, 
na primer pri citopeniji in bolnikih z nemalignimi boleznimi, kot je aplastična anemija. Pri 
večini vzorcev, ki smo jih analizirali v nalogi, pa je bil prejemnikov vzorec odvzet na dan 
same PKMC. Takrat je število prejemnikovih krvnih celic zaradi kondicioniranja bolnika še 
posebno zelo nizko, kar ima za posledico tudi nizko koncentracijo izolirane gDNA. Zato pri 
testih porabimo več vzorca gDNA, da dosežemo želeno količino gDNA v reakcijah qPCR 
za določitev informativnih označevalcev in za kvantitativno sledenje himerizma. V naši 
nalogi dejstvo, da smo v nekaterih primerih porabili ves vzorec bolnika pred PKMC, ni 
predstavljalo težave, saj smo vse vzorce prejemnika po PKMC analizirali hkrati, torej smo 
za kvantitativni test potrebovali referenčni vzorec le enkrat. V klinični praksi pa bi te vzorce 
analizirali sproti, torej takoj po njihovem odvzemu, kar pa pomeni, da bi za vsak analizirani 
vzorec po PKMC potrebovali tudi referenčni vzorec, kar bi predstavljalo težavo ob njegovi 
omejeni količini. Zato menimo, da je smiselno vzorec prejemnika pred PKMC odvzeti še 
pred kondicioniranjem bolnika in s tem omogočiti pridobitev večje količine kakovostne 
gDNA, kar bi nato zadostovalo za vse nadaljnje analize. 
Po drugi strani smo prišli tudi do iztočnic za preiskave proste zunajcelične DNA pri 
prejemnikih PKMC, pri katerih je prisotna bolezen GVHD. Pri teh bolnikih namreč zaradi 
imunske reakcije darovalčevih celic proti bolnikovim strukturam propada njegovo tkivo. 
Posledica je povečanje količine proste zunajcelične DNA (zc-DNA) v krvnem obtoku. Z 
določanjem deleža prejemnikove zc-DNA so že ugotovili, da je visok delež prejemnikove 
zc-DNA po PKMC povezan s pojavom bolezni GVHD (61). Zato bi z določitvijo deleža 
prejemnikove zc-DNA tudi pri naših bolnikih lahko ocenili tveganje in obseg bolezni 
GVHD. Povečan delež prejemnikove zc-DNA pa je lahko tudi posledica začetka razrasta 
levkemičnih celic, ki ob svojem propadu sprostijo DNA in je povečanje prejemnikovega 
deleža zc-DNA lahko tudi znak ponovitve bolezni (62). Menimo, da bi bil koristen predmet 
nadaljnje študije določanje himerizma na nivoju zc-DNA in gDNA, s čimer bi razlikovali 
med tveganjem za bolezen GVHD in ponovitvijo bolezni.  
Zaradi nenehnega razvoja molekularnih metod danes že raziskujejo uporabnost 
sekvenciranja naslednje generacije (NGS, ang. next generation sequencing) za spremljanje 
himerizma po PKMC. Občutljivost teh metod je sicer primerljiva s qPCR, vendar pa je cena 
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takšne analize še vedno visoka. Ta način bi bil smiseln predvsem v večjih laboratorijih, ki 
imajo veliko število vzorcev in že obstoječo opremo za NGS (63, 64). 
Pomembna ugotovitev naše študije je spoznanje, da je za pravilno interpretacijo rezultatov 
določitve himerizma po PKMC ključno poznavanje vseh okoliščin posameznega bolnika, to 
je vrsto in klinični potek njegove bolezni, vrsto kondicioniranja bolnika pred PKMC, in 
natančen potek njegovega zdravljenja. Zato je za dobro uporabnost rezultatov nujno 





Namen našega dela je bil preveriti uporabnost komercialnega seta AlleleSEQR ter ustreznih 
programskih oprem (AlleleSEQR Suite v1.1 Chimerism Analysis Software in KMRengine 
Chimerism Analysis Software) za sledenje himerizma po PKMC. Prišli smo do sledečih 
zaključkov, ki potrjujejo postavljene hipoteze: 
a) Informativnost našega preiskovanega testa je bila 100 % za vse pare D/R, torej je bil 
nabor 34-ih označevalcev primeren za slovensko populacijo prejemnikov PKMC. 
Informativnost nabora označevalcev je bila po pričakovanju večja za nesorodne kot za 
sorodne pare, saj je bilo povprečno število informativnih označevalcev za nesorodne pare 
14 (od 10 do 19), za sorodne pare pa 8 (od 4 do 13). 
b) Metoda qPCR za sledenje himerizma ima visoko občutljivost, saj smo s testom zaznali 
že 0,02 % gDNA v manjšini, kar omogoča zgodnje informacije o spremembi deleža 
prejemnikove gDNA. 
c) Od vseh 23 bolnikov, vključenih v študijo, se je pri 19 klinična slika ujemala z rezultati 
določitve himerizma. Pri štirih bolnikih se klinična slika ni vedno ujemala z rezultatom 
določitve himerizma. Pri petih bolnikih smo na podlagi klinične slike in rezultatov 
določitve himerizma zaključili, da bi bilo za popolno interpretacijo potrebno analizirati 
več zaporednih vzorcev. Bolezen GVHD je bila bolj pogosto prisotna pri bolnikih s 
popolnim himerizmom kot pri bolnikih z mešanim himerizmom, kar potrjuje da 
predstavlja mešani himerizem manjše tveganje za nastanek bolezni GVHD. 
d) S testnim sistemom smo uspešno opravili tudi zunanjo kontrolo kakovosti, torej ga lahko 
uporabimo v diagnostiki. 
e) Iz vseh vzorcev smo uspešno izolirali gDNA. Koncentracija gDNA v vzorcih bolnikov 
pred PKMC je bila nižja od koncentracije gDNA v vzorcih darovalcev KMC. Vzorce 
bolnikov pred PKMC je potrebno odvzeti pred kondicioniranjem, da zagotovimo 
zadostno količino njihove gDNA, potrebne za sledenje himerizma po presaditvi. 
Zaključimo lahko, da je testni sistem primeren za sledenje himerizma po presaditvi 
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